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Koža predstavlja prvi stik z okolico, zato je tudi nenehno izpostavljena tveganju za nastanek 
poškodb in ran. Kadar proces celjenja traja več kot 8 tednov, govorimo o kroničnih ranah. 
Nanovlakna s svojo mrežasto strukturo posnemajo strukturne elemente in lastnosti 
zunajceličnega ogrodja, zato predstavljajo velik potencial kot sodobne obloge za celjenje ran. 
Le-te morajo biti sterilne oz. zadoščati kriterijem za ustrezno mikrobiološko kakovost 
farmacevtskih izdelkov, kar predstavlja velik izziv pri izdelavi le-teh. 
V okviru magistrske naloge smo vrednotili mikrobiološko kakovost nanovlaken, izdelanih z 
metodo elektrostatskega sukanja. Nanovlakna smo pripravili iz polivinilalkohola in 
polietilenoksida ter z vrstično elektronsko mikroskopijo preučevali njihovo morfologijo. Z 
aseptičnim delom in metodami sterilizacije (s suho toploto, avtoklaviranjem in z 
ultravijoličnim sevanjem) smo optimizirali celoten proces priprave nanovlaken s ciljem razviti 
sterilen končni izdelek. Mikrobiološko kakovost smo preverjali s testi po Evropski 
farmakopeji 9.0.  
Uspešno smo izdelali polimerna nanovlakna iz obeh polimerov s povprečnim premerom okoli 
200 nm. Ugotovili smo, da avtoklaviranje polimernih raztopin bistveno vpliva na povprečni 
premer izdelanih nanovlaken, medtem ko končna sterilizacija s suho toploto ni vplivala na 
morfologijo polivinilalkoholnih nanovlaken. Test sterilnosti smo izvedli za polivinilalkoholna 
nanovlakna, sterilizirana s suho toploto, in dokazali njihovo sterilnost. Izvedli smo tudi 
numerični test za nesterilne izdelke. Na petrijevkah z vzorci polietilenoksidnih nanovlaken iz 
sterilizirane raztopine polietilenoksida nismo opazili rasti nobene kolonije, medtem ko smo 
pri polivinilalkoholnih nanovlaknih iz sterilizirane polivinilalkoholne raztopine prešteli 1 (50 
CFU/g izdelka) oz. 2 koloniji (100 CFU/g). Tako pripravljena nanovlakna so ustrezne 
mikrobiološke kakovosti za dermalno uporabo (kriterij 102 CFU/g izdelka).  
V raziskavi smo uspeli izdelati sterilna nanovlakna po dveh različnih postopkih, in sicer s 
končno sterilizacijo izdelanih polivinilalkoholnih nanovlaken (suha toplota) in z aseptično 
pripravo, kjer je bil polimer izbora polietilenoksid. Takšna nanovlakna imajo tako z vidika 
zgradbe in morfologije kot ustrezne mikrobiološke kakovosti velik potencial za uporabo kot 
sodobne obloge za celjenje ran. 




The skin is the first contact with the outer world, thus it is constantly exposed to the risk of 
injuries and wounds. The unsuccessful wound healing, lasting for more than 8 weeks, is 
characteristic of chronic wounds. The structure of nanofibers mimics the morphological 
properties of extracellular matrix, which plays a crucial role in wound healing process. 
Therefore, nanofibers represent modern dressing for wound healing application. The dressings 
should be sterile and thus meet the criteria for adequate microbiological quality of 
pharmaceutical products, which represents a big challenge during their preparation.  
The aim of the master thesis was to evaluate microbiological quality of nanofibers produced 
by electrospinning. Nanofibers were produced from polyvinyl alcohol and polyethylene oxide 
and characterized by scanning electron microscopy. We have optimizied our working protocol 
using different sterilization methods (dry heat, steam and ultraviolet sterilization) and aseptic 
procedure with the aim to produce sterile nanofibers. Microbiological quality of nanofibers 
was evaluated according to the tests specified in European Pharmacopoeia 9.0. Polyvinyl 
alcohol and polyethylene oxide nanofibers, both with avarage diameter of approximately 200 
nm, were successfully developed. The steam sterilization of polymer solutions significantly 
influenced the average diameter of nanofibers from polyvinyl alcohol or polyethylene oxide, 
whereas the high temperatures during dry heat sterilization did not affect the morphology of 
polyvinyl alcohol nanofibers. The sterility test performed on polyvinyl alcohol nanofibers 
sterilized by dry heat confirmed their sterility. We have also performed the numeric test for 
nonsterile products. Petri dishes with polyethylene oxide nanofibers prepared from sterilized 
polymer solution did not show growth of any colonies after the incubation period, while 
samples with polyvinyl alcohol nanofibers prepared from sterilized polymer solution showed 
growth of 1 (50 CFU/g of the product) and 2 colonies (100 CFU/g of the product), thus the 
nanofibers meet the criteria of microbiological quality of nonsterile pharmaceutical products 
for dermal use (the upper limit being 100 CFU/g of the product). We have managed to 
produce sterile nanofibers using two different approaches. Polyvinyl alcohol nanofibers were 
prepared and then sterilized by dry heat, while sterile polyethylene oxide nanofibers were 
produced by the aseptic procedure. These nanofibers represent an immense potential as 
modern dressings for wound healing application, due to their composition, morphology and  
also adequate microbiological quality. 
Key words: wound healing, microbiological evaluation, polymer nanofibers, sterility 
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 SEZNAM OKRAJŠAV 
 
CFU   kolonijska enota (ang. "colony forming unit") 
ECM   zunajcelično ogrodje (ang. "extracellular matrix")  
LAF   komora z laminarnim pretokom zraka (ang. "laminar air flow") 
MO   mikroorganizmi  
PEO   polietilenoksid  
PVA   polivinilalkohol  
ROS   reaktivne kisikove zvrsti (ang. "reactive oxygen species")  
RSD   relativna standardna deviacija   
SEM   vrstična elektronska mikroskopija (ang. "scanning electron microscopy")  
TAMC  celokupno število živih aerobnih mikroorganizmov (ang. "total aerobic 
microbial count")  
TSB   triptično sojino gojišče (ang. "tryptic soy broth")  




Koža je sestavljena iz treh plasti – povrhnjice (epidermis), usnjice (dermis) ter podkožja 
(subcutis). Je naš največji in zelo pomemben organ, saj predstavlja bariero z zunanjim 
svetom. Nepoškodovana koža varuje organizem pred transepidermalno izgubo vode, vplivom 
škodljivih UV-žarkov, vdorom patogenih mikroorganizmov (MO) in drugih snovi ter tako 
opravlja pomembno zaščitno funkcijo. Poleg tega ima pomembno vlogo v imunskem odzivu 
(npr. Langerhansove celice) ter pri uravnavanju temperature in izločanja loja oz. znoja. Ker 
predstavlja prvi stik z okolico, je tudi nenehno izpostavljena številnim potencialnim 
poškodbam, obolenjem in posledično nastanku ran, ki se lahko kažejo v več oblikah (npr. 
vreznine, odrgnine, razjede). Poškodovana koža ima okrnjeno delovanje, njene funkcije so 
oslabljene ali celo onemogočene, poleg tega pa je bolj dovzetna za zunanje vplive in okužbe 
(1, 2).  
1. 1 Fiziologija celjenja ran 
 Ob poškodbi kože se v telesu sproži naraven proces celjenja, ki vključuje več faz, ki se 
medsebojno dopolnjujejo in si sledijo v določenem časovnem zaporedju. Prva faza je 
zaustavitev krvavitve (hemostaza), sledijo ji faza vnetja in na koncu še fazi dozorevanja ter 
preoblikovanja tkiva. Pri teh procesih sodelujejo različne molekule in celice, kot so rastni 
dejavniki, citokini, nevtrofilci, makrofagi ter sestavni deli zunajceličnega ogrodja (kolagen, 
elastin, fibrin) (1, 2).  
 faza hemostaze  
V prvi fazi celjenja se sproži proces koagulacije krvi, kjer  pride do agregacije trombocitov ter 
nastanka fibrinskega čepa, kar vodi v zaustavitev krvavitve (hemostaza) na mestu poškodbe, 
hkrati pa do ponovne vzpostavitve barierne funkcije kože (slika 1A). Poleg tega aktivirani 
trombociti sproščajo različne rastne dejavnike, ki privabljajo in usmerjajo makrofage, 
nevtrofilce ter fibroblaste proti središču nastale rane, prav tako pa spodbujajo aktivacijo 






 faza vnetja 
V fazi vnetja (slika 1B) so udeležene številne molekule, ki jih izločajo nevtrofilci in 
makrofagi (preglednica I). Nevtrofilci s fagocitozo odstranjujejo odmrlo tkivo, MO in tujke, 
ki se iz rane dokončno odstranijo z izločkom. Na ta način očistijo rano vseh možnih 
patogenov in ostalih toksičnih snovi. Nevtrofilci se proti MO borijo tudi z izločanjem 
reaktivnih kisikovih zvrsti (ROS), npr. H2O2, ki s svojim baktericidnim delovanjem v nizkih 
koncentracijah omogoča uničenje MO. Nevtrofilci sproščajo tudi številne vnetne citokine, ki v 
nadaljevanju spodbujajo sproščanje proteaz, te pa razgrajujejo komponente poškodovanega 
tkiva in druge nečistote. Procese vnetne faze občutimo kot neželene učinke, ki spremljajo 
proces celjenja. To so najpogosteje oteklina, rdečina, srbečica, povišana temperatura ter 
bolečina v okolici rane. V tej fazi so prisotni tudi makrofagi (aktivirajo jih nevtrofilci), ki s 
sproščanjem citokinov aktivirajo dodatne levkocite in tako ohranjajo vnetni proces, poleg tega 
pa, ravno tako kot nevtrofilci, sodelujejo pri čiščenju rane in odstranjujejo odmrle, odslužene 
imunske celice (vključno z nevtrofilci). S sproščanjem rastnih dejavnikov aktivirajo 
fibroblaste in keratinocite, s tem pa se celjenje nadaljuje v fazi dozorevanja tkiva (3, 4).  
 
Preglednica I: Najpomembnejše vrste celic in njihova vloga v posameznih fazah celjenja ran.  
faza celjenja vrsta celic vloga 
hemostaza trombociti ustavitev krvavitve, sproščanje rastnih dejavnikov 
vnetje 
nevtrofilci fagocitoza MO in tujkov, čiščenje rane 
makrofagi aktivacija fibroblastov in keratinocitov 
dozorevanje fibroblasti angiogeneza, nastanek novega ECM 











 dozorevanje tkiva  
Fazo dozorevanja tkiva (slika 2A) zaznamuje nastanek nove medceličnine oz. zunajceličnega 
ogrodja (ECM), ki ga sestavljajo kolagenska in elastinska vlakna ter fibronektin. Nastanek 
ECM je pogojen z aktivacijo fibroblastov (v fazi vnetja), ki diferencirajo v miofibroblaste in 
sintetizirajo kolagen, glikozaminoglikane ter proteoglikane. Poveča se koncentracija 
zaviralcev proteaz, ki preprečujejo razgradnjo novonastalega ECM. Zaradi sproščanja 
številnih rastnih dejavnikov v fazi vnetja pride do zorenja endotelijskih celic, ki skupaj s 
fibroblasti omogočajo tvorbo novega krvožilja (angiogeneza), ki celicam dovaja kisik in 
hranilne snovi. Na mestu poškodbe tako postopoma nastaja granulacijsko tkivo, ki je 
sestavljeno iz komponent ECM, fibroblastov in novih kapilar ter predstavlja osnovo za 
ponovno vzpostavitev barierne funkcije kože. Pod vplivom citokinov in rastnih dejavnikov 
pride v nadaljevanju do diferenciacije keratinocitov, ki se pomikajo iz roba rane do njene 
sredine ter jo na ta način postopoma zapirajo v procesu epitelizacije, ki učinkovito poteka v 
vlažnem okolju. Le-to omogoča hitrejše zapiranje rane, s tem pa tudi zmanjša možnost 
nastanka brazgotine. Pri tem ima veliko vlogo tudi ECM, saj omogoča mehansko podporo 
celicam med njihovo migracijo v središče rane (1, 2, 4).  
 
 preoblikovanje tkiva 
V zadnji fazi celjenja rane (slika 2B) pride do preoblikovanja, premreževanja, hkrati pa tudi 
do razgrajevanja ECM s proteazami, ki jih izločajo fibroblasti, nevtrofilci in makrofagi, poleg 
tega pa se ECM tudi ponovno sintetizira. Namen teh procesov je preurejanje in premreženje 
kolagenskih vlaken v takšno obliko, ki bo imela največjo natezno trdnost – takšno, kot jo ima 
nepoškodovana koža. Na mestu poškodbe nastane brazgotina, ki nadomesti granulacijsko 
tkivo. Fibroblasti uravnavajo krčenje brazgotine do popolnega zaprtja rane. Ko se epidermis v 








Slika 2: Shema stanja rane v fazi dozorevanja (A) in preoblikovanja tkiva (B). 




tem je proces celjenja rane končan. Na uspešnost in čas celjenja rane, ki običajno traja 4–6 
tednov, vplivajo številni dejavniki, tako lokalni (lega, obseg in globina rane, stopnja njene 
okužbe), kot tudi sistemski (starost, stres ter zdravstveno stanje pacienta (npr. bolezni srca in 
ožilja, presnovne bolezni, diabetes, kajenje, alkoholizem)) (1, 2, 4).  
1.1.1 Kronične rane  
O kroničnih ranah govorimo, kadar proces celjenja traja več kot 8 tednov. Velikokrat so 
kronične rane posledica raznih bolezni kot tudi drugih dejavnikov. Najpogostejše kronične 
rane so golenja razjeda (kronično vensko popuščanje), razjeda na stopalu (sladkorna bolezen), 
razjeda zaradi pritiska ter onkološke rane kot posledice vraščanja malignih sprememb v kožo 
(1, 2).  
Do njihovega nastanka pride zaradi prekinitve (najpogosteje se proces celjenja ustavi v fazi 
vnetja) ali podaljšanja trajanja ene ali več faz naravnega procesa celjenja, kar vodi v 
zakasnjeno ali neuspešno celjenje rane (1, 3). Posledica tega sta nastanek fibroze in kroničnih 
razjed. Pri kroničnih razjedah pride do povečanega števila nevtrofilcev v rani, kar vpliva na 
nastanek ECM. Nevtrofilci namreč sproščajo vnetne citokine, kar podaljšuje fazo vnetja in 
hkrati onemogoča prehod v fazo proliferacije, prav tako sproščajo proteaze (kolagenaze, 
esteraze) in ROS. Zaradi večjega sproščanja encimov in posledično porušenega ravnovesja 
med proteazami in njihovimi zaviralci, pride do razgradnje sestavnih delov ECM (kolagena, 
elastana) ter rastnih dejavnikov, kar onemogoča naraven proces celjenja. Medtem ko ROS v 
nizkih koncentracijah delujejo obrambno proti okužbam z MO, je pri kroničnih ranah njihova 
koncentracija zaradi sproščanja vnetnih citokinov povišana, kar vodi v poškodbo celic in 
proteinov ECM. Pri fibrozi je povečano število fibroblastov, kar vodi v nastajanje prevelike 
količine kolagena in elastina ter njuno kopičenje v rani. Posledica obeh procesov je torej 
nefunkcionalnost nastalega ECM (2, 4).  
Razlog za upočasnjeno celjenje kroničnih ran je lahko tudi okužba z MO, saj so rane 
izpostavljene okolju. Potencialna okužba poveča vnetni odziv, lahko pa tudi poveča 
razsežnost rane in jo poglobi ter tako še dodatno upočasni celjenje (3).  
1.1.2 Obloge za celjenje ran 
Z idealno oblogo za rane vplivamo na nastanek funkcionalnega ECM, hkrati pa v rani 
zagotovimo vlažno okolje, s tem pa spodbudimo naravni proces celjenja tako akutnih kot tudi 
kroničnih ran. Obloga, ki je namenjena celjenju ran, pa mora imeti tudi ustrezno 
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mikrobiološko kakovost. Zanimivi in aktualni za uporabo na področju oskrbe in celjenja ran 
so danes nanomateriali, natančneje polimerna nanovlakna (1, 2).  
1.2 Nanovlakna  
Začetki farmacevtske nanotehnologije segajo v 60. leta prejšnjega stoletja, z razvojem prvih 
nanodostavnih sistemov. Njena uporabnost je zorela skupaj s potrebami po novih materialih, 
tehnologijah ter načinih uporabe. Razvili so nove nanodostavne sisteme, ki imajo številne 
prednosti pred materiali makrovelikosti (6).  
Nanovlakna so tanka, trdna polimerna vlakna z debelino v nanometrskem območju (10–1000 
nm) in teoretično neomejeno dolžino. S prostim očesom lahko opazujemo le plast nanovlaken 
(slika 3A), medtem ko lahko z uporabo vrstične elektronske mikroskopije (SEM) opazujemo 
posamezna vlakna (slika 3B) (1, 6).  
Nanovlakna predstavljajo vsestransko uporaben material z edinstvenimi lastnostmi. Zaradi 
nanovelikosti imajo veliko razmerje med površino in volumnom (oz. maso), poleg tega pa 
tudi dobre mehanske lastnosti (trdnost) na eni ter elastičnost na drugi strani in veliko 
poroznost mreže nanovlaken, kar jim daje prednost pred materiali enake sestave, vendar 
drugih oblik oz. večjih dimenzij. Glede na lastnosti se od ostalih nanostruktur razlikujejo 
predvsem po svoji edinstveni sposobnosti posnemanja morfologije gradnikov naravnega ECM 
(1).  
Za izdelavo nanovlaken uporabljamo polimere tako naravnega (npr. hitosan, kolagen, 
hialuronska kislina, alginat) kot sinteznega (npr. polikaprolakton, polietilenoksid (PEO), 
polimlečna kislina) izvora (1, 7). Obstaja veliko različnih načinov izdelave nanovlaken, kot so 





fazna separacija, izdelava z vlečenjem, izdelava s pomočjo šablon ter spontane metode 
nastanka nanovlaken. Le-te so primerne za uporabo v raziskovalne namene, medtem ko je 
daleč najbolj razširjena, sodobna in rutinsko uporabna metoda elektrostatsko sukanje (ang. 
electrospinning). Pri tej metodi nanovlakna nastanejo iz polimerne raztopine pod vplivom 
visoke električne napetosti (slika 4). Plastična brizga, napolnjena s polimerno raztopino, je s 
plastično cevko povezana s šobo in vpeta v črpalko naprave za elektrostatsko sukanje. S 
potiskanjem oz. črpanjem polimerne raztopine skozi brizgo, cevko, šobo ter na koncu še skozi 
ozko kovinsko iglo se na slednji tvori kapljica, ki se zaradi postopnega povečevanja električne 
napetosti pretvori v stožčasto obliko (Taylorjev stožec). Ta se tekom procesa elektrostatskega 
sukanja raztegne v tanek curek, ki potuje proti zbiralu, hkrati pride do izhlapevanja topila, 
tako da se na zbiralu nalagajo trdna, suha nanovlakna. Na njihov nastanek vplivajo lastnosti 
polimerne raztopine, procesni ter okoljski dejavniki (1, 7).  
 
 
Najpomembnejši lastnosti polimerne raztopine, ki sta odvisni od vrste polimera, izbranega 
topila in koncentracije polimerne raztopine, sta viskoznost, ki omogoča polimerni raztopini 
nemoten prehod skozi kovinsko iglo, ter prevodnost, ki je ključna za nastanek Taylorjevega 
stožca in nastanek tankega, stabilnega curka. Lastnosti polimerne raztopine vplivajo tudi na 
priprava polimerne raztopine 
elektrostatsko sukanje 
nanovlakna 
Slika 4: Shematski prikaz izdelave nanovlaken s procesom elektrostatskega sukanja. Prvi korak je priprava 
polimerne raztopine iz izbranega polimera in topila, ki jo napolnimo v plastično brizgo. Brizga je pritrjena na šobo, 
ki se konča s tanko kovinsko iglo. Sledi proces elektrostatskega sukanja, kjer uporaba visoke električne napetosti 
omogoči nastanek suhih nanovlaken. Nanovlakna se nalagajo na zbiralu in tvorijo mrežasto strukturo.  
zbiralo 
vir visoke napetosti  
curek  
brizga s polimerno raztopino  
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vrednosti procesnih spremenljivk za uspešno elektrostatsko sukanje – pretok polimerne 
raztopine in električno napetost. Poleg omenjenih dejavnikov sta za proces izdelave 
nanovlaken pomembna dejavnika tudi temperatura in relativna vlažnost okolja, ki vplivata na 
hitrost izhlapevanja topila med potovanjem curka polimerne raztopine od kovinske igle do 
zbirala. Na razdaljo, ki je potrebna, da se polimerna raztopina posuši, vpliva vrsta oz. hitrost 
izhlapevanja topila – če topilo izpareva z večjo hitrostjo, je oddaljenost od kovinske igle do 
zbirala lahko krajša (1, 7).  
1.2.1 Nanovlakna v biomedicini  
Nanovlakna predstavljajo nanomaterial s široko paleto možnosti potencialne uporabe. Tako 
njihovo uporabo raziskujejo na področjih elektronike, izdelave senzorjev, energetike, zelo 
pomembna pa je njihova vloga na področju biomedicine, kjer njihova uporaba tekom 
zadnjega desetletja pridobiva vedno večji pomen. Poleg izdelave dostavnih sistemov za 
zdravilne učinkovine je njihova uporaba aktualna na področju regenerativne medicine (oz. 
tkivnega inženirstva) in izdelave sodobnih oblog za celjenje (kroničnih) ran (1, 6–8).  
 regenerativna medicina 
Regenerativna medicina je široko, interdisciplinarno področje, ki združuje biološke, kemijske 
ter inženirske znanosti. Njen namen je nadomestiti poškodovane celice oz. vzpodbuditi ter 
vzdrževati njihovo obnovo z razvojem tkivnih nadomestkov na osnovi pacientovih zdravih 
celic. Sodoben pristop predstavlja razvoj tridimenzionalnih tkivnih nadomestkov, ki 
posnemajo strukturo naravnega ECM. V ta namen uporabljamo nanovlakna. Njihova prednost 
je relativno enostavna izdelava, ki omogoča prilagajanje njihovih lastnosti (debeline, 
orientacije) strukturnim elementom poškodovanega tkiva. Po implantiranju tkivnega 
nadomestka v telo se nanovlakna povežejo s tkivom in spodbudijo celično aktivnost. Okoliške 
celice se pritrdijo na nanovlakna, nato se diferenciracirajo in migrirajo proti središču 
poškodbe tkiva (rane), kar pospeši obnovo in nastanek novega tkiva (7, 8). 
 sodobne obloge za celjenje (kroničnih) ran 
Razumevanje procesov in mehanizmov, ki sodelujejo pri celjenju tako akutnih kot tudi 
kroničnih ran, je zelo pomembno, saj daje možnost za razvoj sodobnih oblog, ki bi pospešile 
regeneracijo poškodovanega tkiva. Pri kroničnih ranah prihaja do povečanih koncentracij 
proteaz, ki razgrajujejo komponente naravnega ECM, zato je njegova funkcionalnost v 
procesu celjenja omejena. Idealna podpora pri zdravljenju takšne rane bi bila obloga, ki bi 
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lahko nadomestila nezadostno količino ECM, hkrati pa bi vzdrževala vlažno okolje v rani in 
tako spodbujala naraven proces celjenja (1, 2, 8, 9).  
o posnemanje naravnega ECM  
Večina gradnikov, ki sestavljajo ECM (kolagen, elastin), je v obliki urejenih, tankih vlaken 
nanometrskih velikosti. Nanovlakna tako s svojo strukturo, velikostjo in mehansko trdnostjo 
posnemajo vlaknato strukturo gradnikov ECM, zato imajo velik potencial za uporabo na 
področju sodobnega celjenja ran. Zaradi podobnosti v strukturi med gradniki ECM in 
nanovlakni se celice odzivajo na nanovlakna kot na gradnike lastnega ECM, s tem pa se 
prične proces epitelizacije, v katerem keratinociti potujejo proti središču nastale rane in jo s 
tem začnejo zapirati. Proces se tako premakne iz faze vnetja v fazo dozorevanja tkiva s tem pa 
se ponovno vzpostavi naravni proces celjenja (8).  
 
o zagotavljanje in vzdrževanje vlažnega okolja v rani 
Dolga leta je osnovo za zdravljenje ran predstavljala klasična oskrba rane z uporabo gaze in 
fiziološke raztopine. Zaradi zasuševanja izcedka iz rane na površini gaze, so ob vsakem 
prevezu nastopile bolečine, ponovne poškodbe tkiva ter možnost okužb. Posledično je bilo 
celjenje počasno. Od leta 1962 dalje se je razvoj oblog za rane usmeril v vlažno celjenje ran, s 
katerim dosežemo hitrejšo regeneracijo poškodvanega tkiva. Z uporabo oblog na osnovi 
nanovlaken, izdelanih iz hidrofilnih polimerov, lahko v rani zagotovimo optimalno stopnjo 
vlažnosti. Zaradi vlažnega okolja v rani so procesi nastajanja novih kapilar in oskrba celic s 
kisikom in hranili bistveno hitrejši, posledično je hitrejši tudi nastanek granulacijskega tkiva z 
epitelizacijo in v nadaljevanju tudi zaprtje rane. Nezadostna drenaža rane lahko vodi v 
maceracijo tkiva, medtem ko lahko majhna količina izločka vodi do izsušitve rane. Obloge za 
rane na osnovi nanovlaken omogočajo tako vpijanje prekomerne tekočine kot tudi ustrezno 
dodatno vlaženje rane v primeru majhnega izločka iz rane (1, 2, 8, 9). 
o ostale prednosti  
Poleg posnemanja strukture gradnikov naravnega ECM in zagotavljanja ustrezne vlažnosti v 
rani, mreža nanovlaken, zaradi svoje porozne strukture, omogoča tudi izmenjavo plinov v 
rani. Prav tako predstavlja mreža nanovlaken dobro bariero, ki ščiti poškodovano kožo pred 
vdorom MO iz okolja in s tem pred okužbo rane. Primerna so za uporabo na ranah različnih 




Nanovlakna, ki so namenjena uporabi v biomedicini, morajo biti biokompatibilna (varna in 
netoksična za uporabo v biološkem okolju), zaželeno pa je, da so tudi biorazgradljiva (se v 
biološkem okolju razgradijo). Za izpolnjevanje teh kriterijev je zato ključno, da v fazi 
načrtovanja nanovlaken izberemo ustrezen polimer. Če želimo izdelati nanovlakna za namen 
celjenja ran, moramo dodatno upoštevati še zahtevo po hidrofilnosti polimera. Le takšen 
polimer bo lahko zagotavljal vlažno okolje v rani; poleg tega pa se lahko z uporabo 
vodotopnih polimerov izognemo tako uporabi kot tudi zaostankom organskih topil, ki bi 
lahko ogrozila varnost uporabe nanovlaken za uporabo v biomedicini. Sintezni polimeri, ki 
ustrezajo tem kriterijem, so npr. polivinilpirolidon, polivinilalkohol (PVA) in PEO (1, 6, 7). 
 Polivinilalkohol 
PVA (slika 5A) je hidrofilen, linearen sintezni polimer, ki nastane s hidrolizo polivinilacetata 
ob prisotnosti natrijevega hidroksida. Njegova topnost v vodi je odvisna od molekulske mase 
in stopnje hidrolize. Nahaja se v obliki belega praška. Je vsestransko uporaben material; 
zaradi netoksičnosti, elastičnih lastnosti in kompatibilnosti s tkivi ga uporabljamo tudi na 
področju biomedicine, kot surovino za pripravo nanovlaken. Odlikuje ga tudi dobra 
sposobnost elektrostatskega sukanja (7, 10).  
 Polietilenoksid  
Tudi PEO (slika 5B) je hidrofilen polimer, ki nastane s polimerizacijo etilenoksida. Izkazuje 
odlično sposobnost elektrostatskega sukanja, zato ga pogosto dodajamo polimerom, ki te 
sposobnosti nimajo ali je le-ta slaba (7).  
  
A 




1.3 Sterilnost  
Sterilnost pomeni odsotnost vseh živih MO (bakterij, gliv, virusov) v surovini, končnem 
farmacevtskem izdelku ali medicinskem pripomočku. Zagotavljamo jo z uporabo različnih 
sterilizacijskih metod, ki temeljijo na uničenju ali odstranitvi MO. Pri tem nobena snov, 
predmet, izdelek, ki je bil izpostavljen sterilizacijskemu procesu, ne more biti skoraj sterilen – 
je sterilen ali pa ni (11, 12). Sterilnost je zahtevana za farmacevtske oblike za npr. 
parenteralno (npr. injekcije in infuzije) in okularno aplikacijo (npr. kapljice za oko) ter za 
uporabo na poškodovani koži, kamor uvrščamo tudi obloge za rane (13). 
 Pomen sterilnosti oblog za celjenje ran  
Zagotavljanje sterilnosti oz. ustrezne mikrobiološke kakovosti oblog za celjenje ran je 
bistvenega pomena za uspešno celjenje ran. Obloge so namreč neprestano v stiku s 
poškodovano kožo, v primeru večjih, kroničnih ran pa je obloga v stiku tudi s poškodovanimi 
globljimi tkivi. Z uporabo sterilne obloge preprečimo dodaten vnos in s tem kontaminacijo z 
MO (1, 8, 9).  
1.3.1 Zagotavljanje sterilnosti 
Za zagotavljanje sterilnosti je na voljo več različnih metod sterilizacije, ki jih glede na način 
delovanja oz. odstranjevanja MO razdelimo na fizikalne, kemične ter mehanske. Poznamo 
metode končne sterilizacije, kjer izdelek steriliziramo, ko se le-ta že nahaja v primarni 
ovojnini, ter nekončne načine sterilizacije, kjer postopke za zagotavljanje sterilnosti izvajamo 
že med samim procesom izdelave farmacevtskega izdelka. Poznamo številne metode, le 
naslednje pa so oficinalne glede na Evropsko farmakopejo: sterilizacija s suho toploto, z 
nasičeno vodno paro (avtoklaviranje), s plini, z ionizirajočim sevanjem ter s filtracijo 



































121 °C, 15 min 
134 °C, 3 min 
s plini 
(etilenoksid) 
DA kemični poškodba proteinov  





napake v sintezi 
proteinov in DNA 
25 kGy 
filtracija NE mehanski 
zadrževanje MO na 
površini filtra 




1.3.2 Mikrobiološka kakovost farmacevtskih izdelkov  
Glede na stopnjo mikrobiološke kakovosti se farmacevtski izdelki delijo v štiri skupine (14):  
 1. skupina: Sterilni farmacevtski izdelki; za katere izvajamo test sterilnosti (2.6.1. 
Sterility).  
 2. skupina: Farmacevtski izdelki za dermalno uporabo, transdermalni obliži ter 
nesterilni farmacevtski izdelki za uporabo v dihalnem traktu; za njihovo vrednotenje 
izvajamo test za nesterilne izdelke (2.6.12. Microbiological Examination of Non-
Sterile Products: Microbial Enumeration Tests). 
 3. skupina: Farmacevtski izdelki za peroralno in rektalno uporabo; za njihovo 
vrednotenje izvajamo test za nesterilne izdelke (2.6.12. Microbiological Examination 
of Non-Sterile Products: Microbial Enumeration Tests).  
 4. skupina: Farmacevtski pripravki rastlinskega izvora; za njihovo vrednotenje 
izvajamo test za nesterilne izdelke (2.6.12. Microbiological Examination of Non-
Sterile Products: Microbial Enumeration Tests). 
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1.3.2.1 Test sterilnosti  
Test sterilnosti (2.6.1. Sterility) je kvalitativen test, s katerim potrdimo prisotnost oz. 
odsotnost MO. Izvajamo ga za farmacevtske izdelke, ki morajo biti glede na monografijo 
sterilni.  
Test izvajamo z uporabo tekočih mikrobioloških gojišč: tioglikolatnega in triptičnega sojinega 
gojišča (TSB, ang. tryptic soy broth). Na trgu sta gojišči komercialno dostopni v obliki 
praškastih zmesi, ki jim je potrebno dodati le ustrezno topilo (prečiščeno vodo), kar omogoča 
enostavno pripravo gojišč. Pred uporabo moramo tako pripravljeno gojišče še sterilizirati. 
Tekoče tioglikolatno gojišče uporabljamo za dokazovanje prisotnosti anaerobnih bakterij po 
inkubiranju pri 30–35 °C, medtem ko z uporabo TSB vrednotimo prisotnost gliv in aerobnih 
bakterij. Temperatura inkubiranja vzorcev z gojiščem TSB je nekoliko nižja, in sicer  
20–25 °C. Glede na lastnosti preiskovane snovi ali izdelka, katerega sterilnost preučujemo, se 
odločimo za ustrezno metodo izvedbe: membransko filtracijo ali direktno inokulacijo gojišča 
(11, 15).  
 Membranska filtracija je namenjena za vrednotenje tekočih vzorcev, ki jih filtriramo 
skozi sterilni filter z velikostjo por 0,45 µm, nato pa membrano filtra prenesemo v 
vsebnik s tekočim gojiščem ter inkubiramo 14 dni pri ustreznih pogojih. 
 
 Metoda z direktno inokulacijo (vcepitvijo) gojišča je primerna za vzorce, ki so trdni 
ali hidrofobne tekočine. Pri tej metodi prenesemo ustrezno količino preiskovanega 
vzorca neposredno v vsebnik s tekočim gojiščem, nato pa vsebnik inkubiramo 14 dni 
pri ustreznih pogojih.  
Pomembno je, da test izvajamo v aseptičnih pogojih, saj lahko le na ta način preprečimo 
morebitno sekundarno mikrobiološko kontaminacijo vzorcev med izvajanjem samega testa in 
s tem lažne rezultate testa.  
Rezultate testa sterilnosti dobimo z opazovanjem sprememb bistrosti gojišča s preiskovanimi 
vzorci. Če po 14 dneh inkubacije pri predpisanih pogojih ni vidne zamotnitve gojišča, je 
izdelek sterilen (15).  
1.3.2.2 Test mikrobiološke kakovosti za nesterilne izdelke 
Poleg sterilnih farmacevtskih izdelkov poznamo tudi nesterilne (skupine 2–4), pri katerih 
zaradi narave aplikacije sterilnost ni zahtevana. Kljub temu pa morajo ti izdelki ustrezati 
mikrobiološkim zahtevam, ki so odvisne od načina uporabe izdelka (preglednica III). 
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Mikrobiološko kakovost nesterilnih izdelkov vrednotimo z uporabo kvantitativnega 
mikrobiološkega testa za nesterilne izdelke (2.6.12. Microbiological Examination of Non-
Sterile Products: Microbial Enumeration Tests) (11, 16).  
Preglednica III: Kriteriji za ustrezno mikrobiološko kakovost nesterilnih izdelkov glede na način 
njihove uporabe.  
Način uporabe TAMC* 
(CFU/g ali CFU/mL) 
TYMC**  
(CFU/g ali CFU/mL) 
raztopine na nevodni osnovi za 
peroralno uporabo 
103 102 
vodne raztopine za peroralno 
uporabo 
102 101 




* TAMC - celokupno število živih aerobnih mikroorganizmov (ang. "total aerobic microbial count")  
** TYMC - celokupno število kvasovk in plesni (ang. "total yeast microbial count") 
 
Pri izvedbi testa za nesterilne izdelke določamo celokupno število živih aerobnih MO 
(TAMC, ang. Total Aerobic Microbial Count) oz. kvasovk in plesni (TYMC, ang. Total Yeast 
Microbial Count) v izdelku. Za določevanje TAMC uporabljamo trdno gojišče TSB agar, za 
TYMC pa je primerno gojišče dekstrozni agar. Za izvedbo testa lahko uporabimo dve metodi: 
membransko filtracijo ali metodo štetja kolonij na agarni plošči (“plate-count” metodo). Pri 
membranski filtraciji, prav tako kot pri testu sterilnosti, prefiltriramo preiskovani vzorec skozi 
ustrezen filter, nato pa membrano filtra postavimo na izbrano gojišče, inkubiramo pri 
ustreznih pogojih (preglednica IV) in preštejemo kolonije, ki zrastejo na gojišču.  
Metodo štetja kolonij na agarni plošči lahko izvedemo na dva načina:  
 (i) V petrijevke odpipetiramo pripravljene vzorce, nato pa čez njih vlijemo izbrano 
gojišče ter počakamo, da se strdi.  
 (ii) Najprej pripravimo petrijevke z vlivanjem agarnega gojišča in nato na trdnem 
gojišču pripravimo razmaz vzorca. 
Sledi inkubiranje petrijevk, štetje kolonij ter primerjava rezultatov z dovoljenimi mejnimi 
vrednostmi za mikrobiološko kakovost nesterilnih izdelkov (preglednica III) (16).  
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Preglednica IV: Primerjava pogojev testa sterilnosti (2.6.1. Sterility) in testa mikrobiološke kakovosti za 
nesterilne izdelke (2.6.12. Microbiological Examination of Non-Sterile Products: Microbial Enumeration Tests) 
glede na vrsto gojišča, vrsto preučevanih mikroorganizmov ter temperaturo in čas inkubiranja.  
testiranje 
izdelkov 






TSB prisotnost aerobnih MO 20–25 °C 
14 dni 
tioglikolatno prisotnost anaerobnih MO 30–35 °C 
nesterilni 
TSB-agar TAMC (CFU/g oz. mL) 30–35 °C 3–5 dni 
dekstrozni agar TYMC (CFU/g oz. mL) 20–25 °C 5–7 dni 
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2 NAMEN DELA  
Nanovlakna predstavljajo obetaven material za izdelavo sodobnih oblog za celjenje ran, za kar 
pa morajo imeti poleg ustrezne sestave tudi ustrezno mikrobiološko kakovost. Namen 
magistrske naloge je optimizirati proces izdelave nanovlaken z elektrostatskim sukanjem s 
ciljem izdelave sterilnih nanovlaken iz PVA in PEO. Z aseptičnim delom in z uporabo 
različnih metod sterilizacije bomo optimizirali pogoje izdelave z vidika zagotavljanja ustrezne 
mikrobiološke kakovosti produkta elektrostatskega sukanja tj. nanovlaken. Mikrobiološko 
kakovost nanovlaken bomo vrednotili s testi po Ph. Eur. 9.0, medtem ko bomo s SEM 
vrednotili morfologijo nanovlaken, ponovljivost postopka njihove izdelave in morebiten vpliv 
izpostavitve polimernih raztopin ali nanovlaken višjim temperaturam med procesom 
sterilizacije na premer nanovlaken. Omenjene raziskave bomo izvedli z uporabo metod, ki so 
zbrane na sliki 6. 
  
  













Slika 6: Pregled uporabljenih metod.  
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3 MATERIALI IN METODE  
3.1 Materiali 
 polivinilalkohol (PVA) (Mowiol® 20–98, Mw ~ 125000 g/mol, Sigma-Aldrich, 
Steinheim, Nemčija) 
 polietilenoksid (PEO) (Mv ~ 900.000 g/mol, Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija) 
 kalijev dihidrogen fosfat (KH2PO4, Mr = 136,08 g/mol, EMSURE® Merck, 
Darmstadt, Nemčija) 
 natrijev hidroksid v peletah (NaOH, Mr = 40,00 g/mol, EMSURE® Merck, 
Darmstadt, Nemčija) 
Topila  
 prečiščena voda, pripravljena z reverzno osmozo (Univerza v Ljubljani, Fakulteta za 
farmacijo, Ljubljana) 
 70 % (V/V) etanol, pripravljen iz 96 % (V/V) etanola (C2H5OH) (Pharmachem, 
Ljubljana, Slovenija) 
 Incidin® Liquid (ECOLAB®, Monheim am Rhein, Nemčija) 
 
Gojišča 
 CASO Broth (Sigma-Aldrich, Steinheim, Nemčija) 
 Select Agar (Thermo Fisher Scientific, Waltham, ZDA) 
 
3.2 Naprave in pribor 
Sterilizacija in aseptično delo 
 sušilnik FN 500 (Nüve, Ankara, Turčija) 
 ultrazvočna kadička Sonis 4 (Iskra Pio, Šentjernej, Slovenija)  
 parni sterilizator (avtoklav) A-21 CAVAK (Kambič laboratorijska oprema, Semič, 
Slovenija) 




 komora z laminarnim pretokom zraka (LAF-komora) (Waldner Electronics, Wangen, 
Nemčija) 
 pipeta Transferpette S 500–5000 μL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
 pipeta Transferpette S 100–1000 μL (Brand, Wertheim, Nemčija) 
 rokavice, narokavniki, plastične petrijevke, 20 mL steklene viale, steklenice s 
plastičnim zamaškom na navoj 
 
Priprava in vrednotenje nanovlaken 
 analizna tehtnica AG 245 (Mettler Toledo, Greifensee, Švica) 
 analizna tehtnica XS 205 (Mettler Toledo, Greifensee, Švica) 
 magnetno mešalo in grelec IKA® RCT basic IKAMAG™ (IKA®-Werke GmbH & 
Co. KG, Staufen, Nemčija) 
 5 mL injekcijske brizge (Chirana T. Injecta, Stará Turá, Slovaška) 
 naprava za elektrostatsko sukanje Fluidnatek LE-100 (Bioinicia, Valencija, Španija) 
 vrstični elektronski mikroskop Supra 35 VP (Carl Zeiss AG, Oberkochen, Nemčija) 
 
Mikrobiološko vrednotenje nanovlaken  
 pH-meter SevenCompact (Mettler Toledo, Greifensee, Švica) 
 stresalnik Vibromix 403EVT (Tehtnica, Železniki, Slovenija) 
 orbitalni stresalnik Grant-bio Orbital Shaker-Incubator ES-20 (Keison Products, 
Chelmsford, ZK) 
 UV-VIS spektrofotometer (Agilent/HP 8453, Agilent Technologies, Waldbronn, 
Nemčija) 
 Semi mikro kiveta (10,0 mm) iz kvarčnega stekla (Hellma Analytics, Müllheim, 
Nemčija) 
 
3.4 Priprava raztopin in gojišč 
 Priprava 70 % (V/V) etanola 
V 2 L steklenico s plastičnim zamaškom na navoj smo natehtali 1670 g 96 % (V/V) etanola in 




 Priprava tekočega gojišča 
Natehtali smo 15 g gojišča CASO Broth, ga kvantitativno prenesli v 250 mL steklenico z 
zamaškom na navoj in dodali 250 mL prečiščene vode. Gojišče smo avtoklavirali 15 min pri 
121 °C. Sterilizirano gojišče smo shranili v hladilniku do nadaljnje uporabe.  
 Priprava 50 mM fosfatnega pufra s pH 7,2 
Za pripravo 1 L fosfatnega pufra smo nahtehtali 6,80 g KH2PO4 in 0,988 g NaOH ter ju 
kvantitativno prenesli v 1 L merilno bučko. Dodali smo prečiščeno vodo, katere gladina je 
segala do začetka vratu bučke. S postopnim dodajanjem 1 M NaOH smo umerili pH raztopine 
na 7,20 ± 0,05 in dopolnili bučko s prečiščeno vodo do oznake. Pufer smo prelili v steklenico 
z zamaškom na navoj, ga sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 min) in shranili pri sobni 
temperaturi.  
 Priprava trdnega gojišča 
Za pripravo trdnega gojišča smo natehtali 15 g gojišča (CASO Broth) in 7,5 g agarja (Select 
Agar) ter ju raztopili v 250 mL prečiščene vode v 250 mL steklenici z zamaškom na navoj ter 
raztopino avtoklavirali. Tako pripravljeno gojišče smo postavili v LAF-komoro pod UV-lučko 
za 15 min, nato pa vsebino vlili v petrijevke tako, da smo napolnili 75 % njihovega volumna. 
Po 1 uri, ko se je agar strdil, smo petrijevke zaprli, obrnili za 180°, označili in shranili v 
hladilniku do nadaljnje uporabe. 
 
3.3 Metode  
3.3.1 Sterilizacija materialov in reagentov  
Pri pripravi sterilnih farmacevtskih izdelkov je zelo pomembno zagotavljanje aseptičnih 
pogojev in visoka stopnja čistosti površin, pribora, okolja in osebja. Tako smo predhodno 
sterilizirali vse materiale, pribor, reagente in delovne površine. Glede na vrsto materiala, ki 
smo ga sterilizirali, smo uporabili tri vrste sterilizacije (sterilizacija s suho toploto, z nasičeno 






Preglednica V: Pregled metod sterilizacije materialov in pribora.  
Metoda Suha toplota Nasičena vodna para UV-sevanje 
Pogoji 2 h, 160 °C 15 min, 121 °C 1 h 
Pribor in 
materiali 
- steklene viale 
- aluminijasta folija 
- kovinski pribor 
(pincete, skalpel) 
- pipeta, nastavki za pipeto 
- šoba za elektrostatsko 
sukanje 
- magnetki 
- tekoče gojišče 
- trdno gojišče 
- prečiščena voda 
- fosfatni pufer 
- polimerne raztopine 
- površina pribora, 
materialov in vsebnikov 
za nadaljnje aseptično 
delo 
- plastični zamaški 
steklenih vial 
 
3.3.1.1 Sterilizacija s suho toploto  
S suho toploto smo v sterilizatorju sterilizirali steklene viale, aluminijasto folijo in kovinski 
pribor (pincete, skalpel) 2 h pri 160 °C.  
 Postopek sterilizacije pribora  
Vsako posamezno vialo smo ovili z aluminijasto folijo, tako da zgornjega dela nismo zatesnili 
(oblika odprtega valja), saj smo tako omogočili dovajanje suhe toplote v notranjost vial. Po 
končanem procesu sterilizacije smo folijo zatesnili znotraj sterilizatorja in zaprte viale shranili 
do nadaljnje uporabe. Aluminijasto folijo za elektrostatsko sukanje in kovinski pribor smo 
sterilizirali v kovinskih kasetah z odprtimi odprtinami, ki smo jih po koncu procesa 
sterilizacije zaprli znotraj sterilizatorja. 
3.3.1.2 Sterilizacija z nasičeno vodno paro (avtoklaviranje)  
Z nasičeno vodno paro smo z izbiro ustreznega programa (P1 ali P4) sterilizirali tako 
materiale (P1 – sušenje) kot tudi tekočine (P4 – aktivno ohlajanje). Pripravljene vsebnike smo 
položili v parni sterilizator (avtoklav) tako, da so zavzemali največ 80 % njegove prostornine. 
S prečiščeno vodo smo napolnili rezervoar, zatesnili komoro in avtoklavirali 15 min pri  
121 °C. 
 Postopek sterilizacije pribora in materialov 
Pipeto in šobo za elektrostatsko sukanje smo sterilizirali v kovinskih kasetah z odprtimi 
odprtinami. Le-te smo po koncu avtoklaviranja zaprli znotraj komore avtoklava. Nastavke za 
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pipeto smo avtoklavirali v originalnem plastičnem vsebniku, pokrov pa zgolj rahlo prilepili na 
vrh vsebnika. Magnete za pripravo polimernih raztopin smo sterilizirali v čaši, oviti v 
aluminijasto folijo, ki smo jo zaprli šele po koncu avtoklaviranja. Tekoča gojišča, prečiščeno 
vodo, pufer in polimerne raztopine smo avtoklavirali v steklenicah s plastičnim zamaškom na 
navoj, ki smo ga prelepili s kemičnim indikatorjem. Le-ta je služil tudi za vrednotenje 
doseganja sterilizacijskih pogojev.  
 Vrednotenje pogojev avtoklaviranja 
Ustreznost pogojev avtoklaviranja smo vrednotili s kemičnim in biološkim indikatorjem.  
o Kemični indikator 
Kemični indikator v obliki traku smo pred avtoklaviranjem nalepili na vsebnik in po 
končanem procesu sterilizacije opazovali spremembo njegove barve. Le-ta se je spremenila, 
če so bili doseženi sterilizacijski pogoji.  
o Biološki indikator  
Vsebnik z biološkim indikatorjem (spore seva Geobacillus stearothermophilus) smo namestili 
v avtoklav. Po končanem procesu avtoklaviranja smo vsebnik ohladili na sobno temperaturo, 
nato pa zlomili notranjo stekleno vialo, da je prišlo gojišče v stik s sporami. Kot negativno 
kontrolo smo uporabili biološki indikator, ki ni bil podvržen procesu avtoklaviranja. V 
nadaljevanju smo indikatorja zatesnili in ju inkubirali 24 h pri 37 °C. Naslednji dan smo 
opazovali potencialno spremembo v barvi gojišč, saj le-ta kaže, ali je sterilizacija uničila 
spore ali so spore preživele pogoje sterilizacije.  
3.3.1.3 Aseptično delo v LAF-komori  
Pri aseptičnem delu v LAF-komori smo uporabljali zaščitno haljo, rokavice in narokavnike. 
Pri tem smo se držali naslednjega protokola: na začetku smo dezinficirali zaščitne rokavice ter 
narokavnike s 70 % etanolom. Vse površine v LAF-komori (delovno površino in stene) smo 
prebrisali s 70 % etanolom, nato pa še z Incidinom. Po prižigu LAF-komore smo zaščitno 
steklo odprli do višine 10 cm. Vsak predmet smo pred vnosom v komoro dezinficirali s 70 % 
etanolom. Pred nadaljnjo uporabo materialov v komori smo le-te še dodatno površinsko 
sterilizirali z UV-svetlobo (60 min). Po končanem procesu sterilizacije smo ponovili proces 
dezinfikacije rokavic in narokavnikov in nadaljevali z aseptičnim delom v LAF-komori.  
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3.3.1.4 Površinska sterilizacija z UV-sevanjem v LAF-komori 
Z UV-sevanjem smo dezinficirali površino pribora, materialov in vsebnikov, ki smo jih v 
nadaljevanju uporabili pri aseptičnem delu v LAF-komori. Postopek smo uporabili tudi za 
sterilizacijo plastičnih zamaškov steklenih vial. Na začetku smo ustrezno pripravili  
LAF-komoro, nato pa zamaške prebrisali s 70 % etanolom, jih postavili v komoro ter prižgali 
UV-lučko. Proces sterilizacije je trajal 1 uro. Plastične zamaške smo sterilizirali skupaj z 
aluminijasto folijo – po končanem procesu smo jih vanjo tudi zavili in jih shranili za nadaljnjo 
uporabo.  
3.3.2 Izdelava nanovlaken  
Za izdelavo nanovlaken z elektrostatskim sukanjem smo uporabili hidrofilna polimera PVA in 
PEO. V prvem koraku smo pripravili 12 % (m/V) raztopino PVA in 4 % (m/V) raztopino 
PEO pri običajnih pogojih v laboratoriju tj. ne da bi bili pozorni na potencialno mikrobiološko 
kontaminacijo. V naslednjem koraku smo polimerni raztopini pripravili z aseptičnim delom v 
LAF-komori. Za pripravo nanovlaken pa smo polimerni raztopini tudi sterilizirali.  
3.3.2.1 Priprava polimernih raztopin  
 priprava 12 % (m/V) raztopine PVA pri običajnih laboratorijskih pogojih 
Za pripravo 12 % (m/V) raztopine PVA smo v 20 mL stekleno vialo odpipetirali 10 mL 
prečiščene vode, jo na magnetnem mešalu z grelcem segreli do 90 °C, nato pa ob 
konstantnem mešanju pri 700 obratih/min postopoma dodali 1,2 g PVA. Po dodatku polimera 
smo temperaturo vzdrževali na 90 °C in pri tem disperzijo neprekinjeno mešali (700 
obratov/min), dokler se polimer ni popolnoma raztopil. Nato smo vialo zatesnili s parafilmom 
in pripravljeno zmes na magnetnem mešalu mešali pri sobni temperaturi še 12 h pri 550 
obratih/min, da smo dobili homogeno raztopino. 
 priprava 4 % (m/V) polimerne raztopine PEO pri običajnih laboratorijskih pogojih 
4 % (m/V) raztopino PEO smo pripravili tako, da smo v 20 mL vialo odpipetirali 15 mL 
prečiščene vode. Nato smo med mešanjem na magnetnem mešalu pri 700 obratih/min 
prečiščeni vodi postopoma dodali 600 mg PEO. Tako pripravljeno zmes smo mešali še 12 h 
pri 550 obratih/min, da se je polimer v celoti raztopil.  
 aseptičen postopek priprave polimernih raztopin  
Pri pripravi polimernih raztopin v aseptičnih pogojih smo najprej natehtali oba polimera ter z 
ustrezno metodo sterilizirali ves pribor in prečiščeno vodo (preglednica V). Nato smo ves 
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material prenesli v LAF-komoro in ga 1 h površinsko sterilizirali z UV-svetlobo. V 
nadaljevanju smo v LAF-komori v predhodno sterilizirane 20 mL viale odpipetirali ustrezno 
količino prečiščene vode in ji dodali natehtan polimer. Zaprte viale smo mešali pri enakih 
pogojih kot pri pripravi polimernih raztopin pri običajnih laboratorijskih pogojih.  
 sterilizacija polimernih raztopin 
Polimerne raztopine smo sterilizirali v avtoklavu (121 °C, 15 min) v steklenici z zamaškom 
na navoj, nato pa jih med ohlajanjem 12 h mešali na stresalniku pri 200 obratov/min.  
3.3.2.2 Elektrostatsko sukanje  
 pri običajnih laboratorijskih pogojih  
Z elektrostatskim sukanjem smo izdelali nanovlakna. Na začetku smo na zbiralo namestili 
aluminijasto folijo in nastavili na digitalnem monitorju naprave za elektrostatsko sukanje 
želene vrednosti temperature in relativne vlažnosti. Med temperiranjem komore smo sestavili 
šobo, napolnili 5 mL plastično brizgo s polimerno raztopino ter ju povezali s plastično cevko. 
Brizgo smo pritrdili na črpalko, spodnji del šobe pa namestili v ustrezno stojalo ter ga 
povezali z virom visoke napetosti (slika 7). Na koncu smo nastavili še hitrost pretoka črpalke 
in želeno električno napetost. Naprava omogoča enostavno, medprocesno spreminjanje 
parametrov elektrostatskega sukanja, tako da teče proces elektrostatskega sukanja brez 
prekinitev.  
Slika 7: Naprava za elektrostatsko sukanje. 
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Tako smo med izdelavo nanovlaken prilagajali pogoje glede na trenutno uspešnost nastajanja 
nanovlaken. Proces smo spremljali preko vgrajene kamere. Elektrostatsko sukanje smo 
izvajali od 4–8 h, pri 15–20 kV s pretokom 500–600 µL/h. Podrobnejši parametri izdelave so 
zbrani v preglednici VI.  
Preglednica VI: Pogoji elektrostatskega sukanja (polimerna raztopina, temperatura, relativna vlažnost, 
električna napetost, pretok na črpalki, oddaljenost šobe od zbirala). 
Polimerna raztopina T RV Električna napetost Pretok Oddaljenost  
12 % (m/V) PVA 25 °C 30 % 20 kV 500–600 μL/h 15 cm 
4 % (m/V) PEO 37 °C 17 % 15 kV 600 μL/h 15 cm 
 
 v aseptičnih pogojih 
Komoro naprave za elektrostatsko sukanje smo dezinficirali s 70 % etanolom, na zbiralo 
namestili sterilizirano aluminijasto folijo, nato pa površine še dodatno površinsko sterilizirali 
60 min z UV-svetlobo. Pred vsakim odpiranjem komore smo s 70 % etanolom prebrisali njena 
vrata, rokavice in ves pribor, ki smo ga v nadaljevanju postavili v notranjost komore. V LAF-
komori smo sestavili sterilizirano šobo in s predhodno sterilizirano polimerno raztopino 
napolnili plastično brizgo. Tako sestavljeno šobo smo v predhodno sterilizirani kovinski 
kaseti prenesli v komoro za elektrostatsko sukanje, kjer smo pripravili nanovlakna. Po 
končanem procesu elektrostatskega sukanja smo izdelana nanovlakna še znotraj komore zaprli 
v predhodno sterilizirano kovinsko kaseto, kjer smo jih hranili do nadaljnje uporabe. Pregled 
vseh izdelanih vzorcev nanovlaken je prikazan v preglednici VII.  
Preglednica VII: Pogoji priprave vzorcev nanovlaken od priprave polimerne raztopine do procesa elektrostatskega sukanja.  
Vzorec Polimer 













PEO-N PEO x   x  NE 
PEO-As PEO  x   x NE 
PEO-Str PEO   x  x NE 
PVA-N PVA x   x  NE 
PVA-As PVA  x   x NE 
PVA-Str PVA   x  x NE 
PVA-KS PVA x   x  DA 
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3.3.2.3 Morfološko vrednotenje nanovlaken z vrstično elektronsko mikroskopijo  
Morfologijo izdelanih nanovlaken smo opazovali s SEM, ki za proučevanje vzorca uporablja 
snop elektronov. Ker imajo elektroni krajšo valovno dolžino od svetlobe, lahko z njihovo 
pomočjo dosežemo boljšo ločljivost v primerjavi s svetlobno mikroskopijo. SEM je sestavljen 
iz elektronske puške, ki predstavlja vir elektronov. Pod njo je nameščena anoda s pozitivnim 
nabojem, ki privlači negativno nabite elektrone in jih spodbudi k premikanju. Sledijo 
elektromagnetne leče, ki usmerjajo snop elektronov proti vzorcu. Ko snop elektronov doseže 
vzorec, atomi vzorca absorbirajo energijo primarnih elektronov in oddajo svoje, t.i. 
sekundarne elektrone. Ti izvirajo iz površine vzorca in potujejo do detektorja za sekundarne 
elektrone, ki ima pozitiven naboj. Snop elektronov se pomika po vzorcu od leve proti desni in 
od zgoraj navzdol in v istem zaporedju se posamezni signali z detektorja prenesejo do 
računalnika, na katerem postopoma nastaja slika. Ker sekundarni elektroni izvirajo iz površine 
vzorca, dajejo informacijo o topografiji vzorca (površina, velikost, oblika). Za pravilno 
delovanje mikroskopa je potrebno, da znotraj mikroskopa zagotavljamo vakuum in ustrezno 
prevodnost vzorca (17). 
Vzorce za SEM smo pripravili tako, da smo na nosilce prilepili dvostranski prevodni lepilni 
trak in nanj prilepili izrezan del nanovlaken na aluminijasti foliji s površino 0,5 cm × 0,5 cm. 
Analizo smo izvedli pri pospeševalni napetosti 1,00 kV, pri tem pa uporabili detektor za 
sekundarne elektrone. S programom Image J smo na podlagi SEM slik, ki smo jih posneli pri 
20.000-kratni povečavi, izmerili premer 100 naključno izbranih nanovlaken, izračunali 
njihovo povprečno velikost ter standardno deviacijo velikosti nanovlaken.  
3.3.3 Mikrobiološko vrednotenje nanovlaken  
Mikrobiološko vrednotenje nanovlaken smo opravili s pomočjo dveh testov po Ph. Eur. 9.0,  
tj. s testom sterilnosti (2.6.1. Sterility) in z numeričnim testom za nesterilne izdelke (2.6.12. 
Microbiological examination of non-sterile products: microbial enumeration test). 
3.3.3.1 Test sterilnosti 
Test sterilnosti smo izvedli za nanovlakna iz PVA po izdelavi pri običajnih pogojih in končni 
sterilizaciji s suho toploto. Pri testiranju sterilnosti nanovlaken smo upoštevali predpise 
farmakopejskega testa 2.6.1. (Sterility) in izvedbo še dodatno optimizirali. Glede na 
predpisano količino izdelka smo določili spodnjo maso nanovlaken, ki je primerna za izvedbo 
testa. Le-ta je bila 50 mg. Uporabili smo metodo direktne inokulacije, kar pomeni, da smo 
vzorce nanovlaken direktno prenesli v tekoče gojišče. Viale smo inkubirali 14 dni in 
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opazovali spremembe v motnosti medija. Le-te smo tudi kvantitativno ovrednotili z 
merjenjem optične gostote pri valovni dolžini 600 nm. Dobljene rezultate smo primerjali s 
pozitivno (15 mL tekočega gojišča + 100 µL disperzije MO 25.2.M iz rodu Bacillus) in 
negativno kontrolo (15 mL steriliziranega tekočega gojišča). 
 Sterilizacija PVA nanovlaken 
Natančno smo natehtali približno 50 mg PVA nanovlaken in jih sterilizirali s suho toploto  
(2 h, 160 °C). 
 Izvedba testa sterilnosti 
 
Pripravili smo tekoče gojišče in vzorce PVA-nanovlaken (sterilizirana (PVA-KS) in 
nesterilizirana (PVA-N)). Test smo izvedli v štirih 20 mL steriliziranih steklenih vialah (slika 
8). V vsako vialo smo v LAF-komori aseptično odpipetirali 15 mL steriliziranega tekočega 
gojišča CASO Broth. Prva viala je vsebovala samo tekoče gojišče (negativna kontrola (NK)), 
v drugo pa smo prenesli 50 mg PVA-KS, v tretjo vialo 50 mg PVA-N in v zadnjo vialo smo 
ob gorilniku odpipetirali 100 µL disperzije MO Bacillus Species 25.2.M (pozitivna kontrola 
(PK)). Viale smo inkubirali pri sobni temperaturi 14 dni in opazovali spremembe v motnosti 
gojišča. Le-to smo kvantitativno ovrednotili tudi z vsakodnevnim merjenjem optične gostote 
pri valovni dolžini 600 nm. 
 
Slika 8: Vzorci za izvedbo testa sterilnosti. (NK = negativna kontrola; PVA-KS = sterilizirana PVA-nanovlakna; 
PVA-N = nesterilizirana PVA-nanovlakna; PK = pozitivna kontrola) 
NK 
15 mL CASO Broth 
15 mL CASO Broth 
+  
100 µL MO 
PK 
15 mL CASO Broth 
+ 
50 mg PVA-KS 
PVA-KS 
15 mL CASO Broth 
+ 




 Merjenje optične gostote vzorcev med testom sterilnosti z UV-VIS spektrofotometrom 
Vsakodnevno smo z ustrezno metodo sterilizirali ves potreben pribor (pipeta, nastavki za 
pipeto, kiveta, tekoče gojišče) za merjenje optične gostote ter ustrezno pripravili LAF-
komoro. Iz vsake viale smo odpipetirali 1 mL vsebine v sterilizirano vialo in odvzet vzorec 
nadomestili z 1 mL svežega steriliziranega gojišča. Nadomeščanje medija v viali z gojiščem 
in steriliziranimi nanovlakni (NK in PVA-KS) smo izvajali aseptično, tj. v LAF-komori, 
medtem ko smo delo s preostalima vialama (PVA-N in PK) izvajali ob gorilniku. Za meritev 
optične gostote smo uporabljali semi-mikro kiveto iz kvarčnega stekla, ki smo jo pred  
uporabo sterilizirali s suho toploto (2 h, 160 °C). Najprej smo izvedli slepo meritev (ang. 
blank), za kar smo uporabili sveže gojišče. Nadaljevali smo z vzorci NK, PVA-KS, PVA-N in 
PK. Pred menjavo vzorca smo kiveto vselej trikrat sprali s 70 % etanolom in posušili. Optično 
gostoto smo merili pri 600 nm. 
Z uporabo UV-VIS spektrofotometrije opazujemo interakcijo svetlobe s preiskovano snovjo 
in na ta način kvantitavitno in kvalitativno analiziramo predvsem organske spojine. Metoda 
temelji na dejstvu, da atomi oz. molekule absorbirajo fotone elektromagnetnega sevanja (UV 
oz. vidne svetlobe), ki predstavljajo vir energije za prehod elektronov iz osnovnega v 
vzbujeno stanje. Z UV- oz. vidno svetlobo (200–800 nm) lahko analiziramo molekule s 
kromofori. To so funkcionalne skupine z zunanjimi elektroni, ki za prehod iz osnovnega v 
vzbujeno stanje potrebujejo majhno energijo, npr. aldehidi, ketoni in aromatske spojine. 
Kadar molekula absorbira svetlobo, le-to zaznamo kot razliko v intenziteti svetlobe pred in po 
prehajanju skozi raztopino vzorca (18). Ko UV- oz. vidno svetlobo usmerimo skozi 
suspenzijo MO v gojišču, pride do sipanja svetlobe v naključnih smereh na posameznih MO. 
Posledično detektor doseže manjša količina svetlobe, ki je odvisna od števila in velikosti MO 
v vzorcu. Ker so celice MO večinoma brezbarvne, ne absorbirajo svetlobe (izjema so 
fototrofne bakterije), zato z meritvijo bakterijskih suspenzij ne dobimo dejanske vrednosti 
absorbance, temveč lahko govorimo o navidezni absorbanci tj. o optični gostoti vzorca – z 
meritvami dobimo namreč informacijo o opalescenci vzorca, ki jo lahko povežemo s številom 
MO v suspenziji.  
3.3.3.2 Numerični test za nesterilna nanovlakna 
Numerični test za nesterilne farmacevtske izdelke služi za kvantitativno vrednotenje 
mikrobiološke kakovosti izdelka. Pri njegovi izvedbi smo sledili smernicam farmakopejskega 
testa 2.6.12. (Microbiological examination of non-sterile products: microbial enumeration 
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tests) in ga dodatno optimizirali. Test smo izvedli za nanovlakna, pripravljena pri različnih 
pogojih (preglednica VII), kot tudi za različno pripravljene polimerne raztopine. Protokol 
izvedbe testa smo optimizirali in optimizirani protokol uporabili za končni numerični test za 
vse pripravljene vzorce nanovlaken. 
 Optimizacija numeričnega testa  
Numerični test – prva izvedba 
V stekleno vialo smo natehtali nesterilna nanovlakna PVA-N in dodali fosfatni pufer, pri tem 
pa se držali predpisanega razmerja 1 : 10 (m/V), ki je navedeno v farmakopeji. Natehtali smo 
50 mg PVA-N in dodali 500 μL fosfatnega pufra ter vzorec stresali na stresalniku 12 ur, da bi 
se nanovlakna dispergirala, nato pa ob gorilniku pripravili 3 redčitve vzorca (10-kratno, 100-
kratno in 1000-kratno redčitev). Med posameznimi redčitvami smo vsebino mikrocentrifugirk 
1 min mešali na vibracijskem mešalu. 100 μL posamezne raztopine smo ob gorilniku 
odpipetirali na posamezno agarno ploščo in naredili razmaz s spatulo po Drigalskem. Delali 
smo v dveh paralelah in tako pripravili osem plošč z vzorci, ki smo jih inkubirali pri 30 °C. Po 
šestih dneh smo prešteli kolonije, ki so zrasle na ploščah. 
Numerični test – prva optimizacija 
Tekom prve izvedbe numeričnega testa smo ugotovili, da je uporabljena količna fosfatnega 
pufra neustrezna, saj se nanovlakna v njem niso dispergirala. Neustrezen je bil tudi volumen 
vzorca, ki smo ga odpipetirali na petrijevke, saj je bila posledično občutljivost izvedenega 
testa premajhna. Poleg tega so bili rezultati neponovljivi, zato smo se odločili, da numerični 
test optimiziramo ter v prihodnje priravimo raztopino nanovlaken v fosfatnem pufru, pri tem 
pa uporabimo večjo količino pufra.  
Optimalno koncentracijo osnovne raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru in volumen vzorca 
smo določili s preliminarnim testom. Z njim smo želeli določili največjo koncetracijo PEO v 
raztopini, ki jo lahko kljub visoki viskoznosti še vedno točno in natančno pipetiramo. 
Pripravili smo 2, 3, 4, 5 in 6 % (m/V) raztopino PEO. Vsako izmed navedenih raztopin smo 
pipetirali s tremi različnimi pipetami – 1 mL s pipeto z območjem 100–1000 µL, 1 mL s 
pipeto z območjem 500–5000 µL in 2 mL s pipeto z območjem 500–5000 µL ter stehtali 
odpipetirano vsebino. Za posamezno pipeto in koncentracijo raztopine smo izvedli deset 
meritev mase odpipetirane vsebine. Na koncu smo izračunali povprečno vrednost, standardno 
deviacijo, relativno napako in točnost ter izbrali najprimernejšo koncentracijo za pripravo 
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osnovne raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru, pipeto za njeno odmerjanje, ter volumen 
osnovne raztopine, ki smo ga v nadaljevanju odpipetirali na agarne plošče. Prav tako smo se 
odločili, da bomo numerični test v celoti izvedli v LAF-komori, in sicer s pipetiranjem 
osnovne raztopine nanovlaken ter njenih redčitev neposredno na posamezno ploščo, kamor 
smo nato nalili tekoče gojišče z agarjem.  
Numerični test – druga izvedba 
Po prvi optimizaciji postopka smo izvedli numerični test za nesterilna PEO-nanovlakna  
(PEO-N) ter PEO-nanovlakna, pripravljena po aseptičnem postopku (PEO-As). Nanovlakna 
PEO-As smo v kovinski kaseti prenesli v LAF-komoro. Z upoštevanjem načel aseptičnega 
dela v LAF-komori smo s steriliziranim priborom prenesli izdelana nanovlakna v sterilizirano 
predhodno stehtano vialo, ki smo jo nato ponovno stehtali in tako dobili informacijo o masi 
aseptično pripravljenih nanovlaken. Nanovlakna PEO-N smo natehtali v vialo, ki smo jo 
prenesli v LAF-komoro. Delo z vzorci PEO-N ter PEO-As smo nadaljevali v LAF-komori, 
kjer smo k nanovlaknom odpipetirali ustrezno količino fosfatnega pufra, tako da smo 
pripravili 2 % (m/V) raztopino nanovlaken. Tako pripravljeno disperzijo nanovlaken smo 
postavili na stresalnik za 24 h, da so se nanovlakna raztopila. Da smo povečali količino 
preiskovanega vzorca na agarnih ploščah, smo namesto 100 μL uporabili 1 mL raztopine. V 
LAF-komori smo v posamezno petrijevko najprej odpipetirali 1 mL vzorca, nato pa čez 
vzorec do polovice višine petrijevke vlili predhodno sterilizirano agarno gojišče. Plošče smo v 
komori ohlajali še 1 h, da se je agar popolnoma strdil (slika 9), nato pa smo jih zatesnili s 
parafilmom, prenesli v inkubator in  inkubirali 3–6 dni pri 35 °C. Test smo izvedli v dveh 
paralelah.  
Slika 9: Izvedba numeričnega testa v LAF-komori. 
29 
 
Numerični test – tretja izvedba 
Pri tej izvedbi numeričnega testa smo ponovili protokol druge izvedbe z nanovlakni PEO-N 
ter PEO-As. Poleg 2 % (m/V) osnovne raztopine posameznih PEO-nanovlaken v fosfatnem 
pufru pa smo dodatno pripravili še 10-kratno in 100-kratno redčitev osnovne raztopine, saj se 
je pri rezultatih druge izvedbe numeričnega testa izkazalo, da je ena petrijevka z osnovno 
raztopino nanovlaken PEO-N vsebovala preveliko število kolonij, zato jih ni bilo mogoče 
prešteti. 
Numerični test – četrta izvedba 
V predhodno izvedenem testu smo ugotovili, da se trdno gojišče zasuši na dnu petrijevke, zato 
smo se odločili njegovo količino povečati. Poleg tega smo želeli tudi preprečiti mikrobiološko 
kontaminacijo preučevanih vzorcev. Za to izvedbo numeričnega testa smo pripravili dve vrsti 
nanovlaken, in sicer nanovlakna iz avtoklavirane raztopine PEO (PEO-Str) ter nesterilna 
nanovlakna iz raztopine PEO (PEO-N). Avtoklavirali smo tudi pipeto, s katero smo odmerjali 
vzorce na agar plošče. Numerični test smo izvedli ločeno za nanovlakna PEO-N in PEO-Str. 
Agar smo namesto do ½ petrijevke tokrat vlili do ¾ njene višine. Na koncu smo petrijevke s 
posameznimi nanovlakni inkubirali zavite v predhodno dezinficirani aluminijasti foliji.  
Končna optimizirana izvedba numeričnega testa 
Končni numerični test smo izvedli s tremi ločeno izdelanimi vzorci nesterilnih nanovlaken 
(PEO-N in PVA-N) in nanovlakni, pripravljenimi iz sterilizirane polimerne raztopine  
(PEO-Str in PVA-Str). Pri vsakem vzorcu in ponovitvi smo izvedli numerični test po 
optimiziranem protokolu numeričnega testa, tako da smo najprej v aseptičnih pogojih 
pripravili 2 % (m/V) osnovno raztopino posameznih nanovlaken v fosfatnem pufru, jo mešali 
24 h na stresalniku, nato pa izvedli numeričen test v LAF-komori v aseptičnih pogojih. 
Predhodno sterilizirane materiale (pipeta, nastavki za pipeto, dve viali, dva pokrovčka, 
fosfatni pufer, gojišče, vialo z osnovno raztopino nanovlaken, plastične petrijevke) smo 
prenesli v LAF-komoro ter jih 1 h pustili pod UV-svetlobo. Numerični test smo izvedli 
naenkrat za posamezen polimer ter način priprave nanovlaken. V LAF-komori smo pripravili 
10-kratno in 100-kratno redčitev osnovne raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru. Na dno 
petrijevke smo odpipetirali 1 mL osnovne raztopine nanovlaken oz. njenih redčitev, nato pa 
čez vlili tekoče gojišče z agarjem do ¾ višine petrijevke. Delali smo v dveh paralelah. Plošče 
smo v komori ohlajali 1 h, da se je agar strdil, nato pa jih zaprli, obrnili za 180°, jih zatesnili s 
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parafilmom ter zavili v predhodno dezinficirano aluminijasto folijo. Inkubirali smo jih 5 dni 
pri 35 °C. Po tem času smo prešteli število kolonij, ki so zrastle na posamezni petrijevki, nato 




š𝑡. 𝑘𝑜𝑙𝑜𝑛𝑖𝑗 × 𝑉𝑃 [𝑚𝐿] 
𝑚𝑁𝑉 [𝑔]  × 𝑉𝑅𝐴𝑍𝑇 [𝑚𝐿]
 
CFU = kolonijska enota (ang. "colony forming unit") – enota, iz katere zraste ena kolonija MO; št. kolonij = število preštetih 
kolonij MO na posamezni petrijevki po inkubiranju; VP = volumen fosfatnega pufra za pripravo osnovne 2 % (m/V) 
raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru; mNV = masa nanovlaken za pripravo osnovne 2 % (m/V) raztopine nanovlaken v 
fosfatnem pufru; VRAZT = volumen osnovne 2 % (m/V) raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru, ki smo ga odpipetirali na 
posamezno agarno ploščo. 
 Numerični test za polimerne raztopine 
Poleg končnega izdelka smo naredili tudi numerični test polimernih raztopin, pripravljenih s 
prečiščeno vodo in sterilizirano prečiščeno vodo. Dodatno smo test izvedli še za avtoklavirani 
polimerni raztopini. Test smo izvedli v dveh paralelah in v treh ponovitvah za posamezno 
polimerno raztopino. Numerični test smo izvedli enako kot test za nanovlakna, le da 
polimernih raztopin nismo redčili. Na plošče smo odpipetirali 1 mL 4 % (m/V) raztopine PEO 
ali 12 % (m/V) raztopine PVA. Po 6 dneh inkubiranja pri 35 °C smo prešteli število kolonij, 




4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Na začetku eksperimentalnega dela smo za sterilizacijo pribora uporabili različne metode 
(suha toplota, UV-sevanje, avtoklaviranje) in ovrednotili ustreznost pogojev avtoklaviranja s 
kemijskim in biološkim indikatorjem. V nadaljevanju smo izdelali nanovlakna iz raztopin 
PVA in PEO pripravljenih po običajnem ali aseptičnem postopku, kasneje pa smo jih izdelali 
tudi iz predhodno steriliziranih polimernih raztopin. Ovrednotili smo morfologijo nanovlaken, 
izvajali pa smo tudi njihovo mikrobiološko vrednotenje in s tem vrednotili razlike v 
mikrobiološki kakovosti nanovlaken, izdelanih po različnih postopkih. Pri tem smo uporabili 
dva oficinalna farmakopejska testa – test sterilnosti in numerični test za nesterilne izdelke.  
4.1 Vrednotenje uspešnosti sterilizacijskega postopka (avtoklaviranje) 
Zagotavljanje sterilnosti pribora, materialov in topil je ključnega pomena za aseptično delo. Z 
nesterilnim priborom, ki bi bil posledica neustreznega postopka sterilizacije, bi vplivali na 
mikrobiološko kakovost farmacevtskega izdelka, ki bi ga pripravili s takšnim priborom, zato 
smo na začetku eksperimentalnega dela najprej ovrednotili doseganje pogojev za sterilizacijo 
z avtoklaviranja s kemičnim in biološkim indikatorjem.  
 Kemični indikator  
Kemični indikator v obliki lepilnega traku smo uporabili za vrednotenje pogojev v avtoklavu. 
Le-ta deluje tako, da ob doseženi določeni temperaturi znotraj komore in prisotnosti pare 
spremeni svojo barvo. Po končanem procesu avtoklaviranja smo opazili spremembo njegove 
barve iz začetne modre v črno, kar pomeni, da smo med sterilizacijskim postopkom dosegli 
temperaturo 121 °C in prisotnost pare.  
 Biološki indikator  
Doseganje ustreznih pogojev za sterilizacijo z avtoklaviranjem smo preverili tudi z uporabo 
biološkega indikatorja s sporami seva Geobacillus stearothermophilus (slika 10A). Spore so 
najodpornejša oblika MO, saj so sposobne preživeti tudi v najbolj ekstremnih razmerah (npr. 
visoke temperature, povišan tlak, izpostavljenost razkužilom). To visoko odpornost proti 
različnim pogojem daje sporam ovojnica iz več plasti, v kateri so snovi, potrebne za preživetje 
(12). Po 24-urnem inkubiranju pri 37 °C smo v kontrolnem vsebniku, ki ni bil podvržen 
sterilizacijskemu procesu, opazili spremembo barve iz začetne vijolične v bledo rjavo (slika 
10B, levo). To dokazuje prisotnost živih spor, ki so v času inkubiranja vzkalile v vegetativno 
obliko in se razmnožile. S predrtjem steklene viale znotraj plastičnega vsebnika smo sporam 
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omogočili stik z gojiščem, z inkubiranjem pa smo zagotovili optimalne pogoje za rast tega 
seva MO. Nasprotno, v testnem vsebniku, ki smo ga avtoklavirali, po inkubiranju nismo 
opazili spremembe barve gojišča (le-to je ohranilo prvotno vijolično barvo) (slika 10B, 
desno). To pomeni, da kljub izpostavitvi njegove vsebine gojišču in inkubiranju pri 
optimalnih pogojih do rasti MO ni prišlo, saj smo s procesom avtoklaviranja uspešno uničili 
spore. To pomeni, da lahko z enakimi pogoji avtoklaviranja uničimo tudi manj in enako 
odporne MO, kot so MO uporabljenega biološkega indikatorja, in s tem zagotovimo odsotnost 
živih MO.  
 
 
4.2 Morfološko vrednotenje nanovlaken 
4.2.1 Vrednotenje PEO-nanovlaken 
Vpliv izpostavljenosti polimerne raztopine povišani temperaturi (15 min, 121 °C) na izgled in 
premer elektrostatsko sukanih nanovlaken smo vrednotili na podlagi SEM slik  
PEO-nanovlaken, ki smo jih pripravili iz nesterilne polimerne raztopine (PEO-N) in 
nanovlaken iz sterilizirane polimerne raztopine (PEO-Str). Nanovlakna PEO-N (slika 11A) so 
na videz hrapava, na posameznih vlaknih so prisotne zadebelitve, a v strukturi ni vidne 
klasične oblike vozlov. Nanovlakna PEO-Str (slika 11B) so že na videz tanjša od nanovlaken 
PEO-N, v njihovi strukturi pa je opaznih tudi manj zadebelitev.  





Povprečni premer nanovlaken PEO-N vseh treh paralel je bil primerljiv (preglednica VIII), in 
sicer je znašal (233 ± 41) nm, s premeri, ki so se gibali v območju od 118 nm do 377 nm. 
Nanovlakna PEO-Str so bila bistveno tanjša od nanovlaken PEO-N, kar kažejo SEM slike 
(slika 11). Povprečni premer nanovlaken PEO-Str je znašal (75 ± 20) nm, kar je za okoli 160 
nm oz. 68 % manj kot povprečni premer nanovlaken PEO-N. Rezultati kažejo, da 
avtoklaviranje polimerne raztopine spremeni njene lastnosti, zato pri enakih pogojih 
elektrostatskega sukanja (temperatura, relativna vlažnost, električna napetost, pretok, 
oddaljenost igle do zbirala) nastanejo iz predhodno sterilizirane polimerne raztopine bistveno 
tanjša nanovlakna kot iz nesterilizirane polimerne raztopine. 
Preglednica VIII: Povprečni premer nanovlaken PEO-N in PEO-Str.  
 
4.2.2 Vrednotenje PVA-nanovlaken 
V nadaljevanju smo primerjali morfologijo in debelino PVA-nanovlaken. Enako kot pri  
PEO-nanovlaknih smo pripravili v treh ločenih eksperimentih nesterilna nanovlakna (PVA-N) 
in v treh ločenih eksperimentih nanovlakna iz sterilizirane polimerne raztopine (PVA-Str). 
Nanovlakna PVA-N so bila gladka, brez vozlov in drugih nepravilnosti v strukturi; nekatera 
 PEO-N  PEO-Str 
paralela povprečje [nm] min. [nm] max. [nm] povprečje[nm] min. [nm] max. [nm] 
1 228 ± 49 132 377 80 ± 22 45 173 
2 229 ± 39 118 326 65 ± 19 32 159 
3 242 ± 36 156 337 79 ± 18 35 144 








vlakna so bila na videz rahlo sploščena (slika 12A). Povprečne debeline nanovlaken treh 
paralel so bile primerljive (preglednica IX); povprečni premer pa je znašal (183 ± 32) nm.  
 
Preglednica IX: Povprečni premer nanovlaken PVA-N in PVA-Str.  
 
Nanovlakna PVA-Str so bila prav tako kot nanovlakna PVA-N gladka, brez opaznih 
zadebelitev in nepravilnosti v strukturi (slika 12B). Njihove povprečne debeline so bile med 
paralelami manj primerljive kot v primeru nanovlaken PVA-N (preglednica IX). Nanovlakna 
PVA-Str so bila bistveno debelejša v primerjavi z nanovlakni PVA-N; v povprečju za 96 nm, 
kar kaže tudi SEM-slika (slika 12). Premeri nanovlaken PVA-Str so bili neenakomerni in so 
se gibali v območju od 132 nm (najtanjši premer) do 517 nm (najdebelejši premer). Na 
podlagi rezultatov lahko zaključimo, da je sterilizacija raztopine PVA spremenila njene 
lastnosti tako, da so z elektrostatskim sukanjem nastala debelejša nanovlakna, kar je v 
nasprotju z obnašanjem raztopine PEO.  
  
 PVA-N PVA-Str 
paralela povprečje [nm] min. [nm] max. [nm] povprečje[nm] min. [nm] max. [nm] 
1 187 ± 32 119 253 319 ± 67 176 477 
2 179 ± 29 130 290 236 ± 47 132 467 
3 182 ± 34 101 253 281 ± 74 168 517 










 Sterilizirana PVA-nanovlakna 
Po končani izdelavi smo PVA-nanovlakna sterilizirali s suho toploto (160 °C, 2 uri)  
(PVA-KS) in proučevali vpliv sterilizacije na debelino nanovlaken. Ugotovili smo, da je 
njihova debelina ((182 ± 39) nm, preglednica X) primerljiva z nanovlakni PVA-N ((183 ± 32) 
nm, preglednica IX), ki niso bila izpostavljena sterilizaciji. Nanovlakna PVA-KS so kljub 
izpostavitvi visoki temperaturi ohranila prvotno morfologijo in debelino – bila so gladka, brez 
opaznih nepravilnosti v strukturi in na pogled enakomernih velikosti (slika 13).  










Nanovlakna, ki smo jih izdelali po aseptičnem postopku (PEO-As in PVA-As), so bila 
izpostavljena enakim temperaturnim pogojem kot nesterilna nanovlakna, zato smo 
predvidevali, da se morfološko med seboj ne razlikujejo. Zaključimo lahko, da daljša 
izpostavljenost visokim temperaturam pri sterilizaciji s suho toploto (160 °C, 2 h) predhodno 
izdelanih PVA-nanovlaken ne vpliva na njihov premer in morfologijo. Nasprotno pa 
avtoklaviranje polimernih raztopin (121 °C, 15 min) vpliva na lastnosti polimerne raztopine in 
posledično na premer izdelanih nanovlaken, nima pa vpliva na njihovo morfologijo – 
nanovlakna PEO-Str so bila tanjša (vendar z enakomerno porazdelitvijo velikosti) od 
nanovlaken PEO-N, medtem ko so bila nanovlakna PVA-Str debelejša od nanovlaken  
PVA-N, poleg tega pa tudi bolj neenakomernih premerov.  
 PVA-KS 
paralela povprečje [nm] min. [nm] max. [nm] 
1 182 ± 39 110 309 
1 µm 
Slika 13: SEM slika steriliziranih PVA-nanovlaken (PVA-KS). 
36 
 
4.3 Test sterilnosti 
Test sterilnosti smo izvedli v skladu s predpisom Ph. Eur. 9.0 (2.6.1. Sterility). Namen 
preskusa je dokazati (ne)sterilnost vzorca (PVA-KS (sterilizirana s suho toploto), PVA-N) s 
primerjavo z bistrostjo/motnostjo medija negativne kontrole (vzorec s samim steriliziranim 
gojiščem - NK), in pozitivno kontrolo (vzorec s steriliziranim gojiščem in MO - PK). Test 
lahko izvedemo na dva različna načina, in sicer z membransko filtracijo in z direktnim 
gojenjem. Slednjo metodo smo izbrali za vrednotenje sterilnosti nanovlaken, saj je bila 
primernejša z vidika zagotavljanja aseptičnih pogojev med samo izvedbo testa.  
4.3.1 Prva izvedba testa sterilnosti  
Po inkubiranju nanovlaken v gojišču smo po 14 dneh dobili naslednje rezultate:  
 1. viala – NK (15 mL CASO Broth): medij je ostal bister, ni bilo opaznih delcev.  
 2. viala – PVA-KS (15 mL CASO Broth + sterilizirana nanovlakna): medij je ostal 
bister. Bistrost medija je bila primerljiva z NK (1. viala).  
 3. viala – PVA-N (15 mL CASO Broth + nesterilna nanovlakna): medij je bil rahlo 
moten, na dnu viale smo opazili dodatno plast, ki se je zlahka redispergirala, in več 
manjših kosov dispergiranih nanovlaken skupaj z manjšimi delci na njihovi površini. 
Stopnja motnosti PVA-N je bila na videz primerljiva z vzorcem PK (4. viala). 
 4. viala – PK (15 mL CASO Broth + 100 µL disperzije MO): medij je bil moten, na 
dnu so bili vidni manjši delci, ki so se zlahka redispergirali.  
Po 14 dneh smo ugotovili, da je bistrost medija v viali z nanovlakni PVA-KS primerljiva z 
NK, ki je vsebovala samo sterilizirano gojišče. Medij v obeh vzorcih je bil bister oz. 
transparenten, rumenorjave barve. Zaradi enake stopnje bistrosti medija v obeh vialah smo 
sklepali, da v viali z nanovlakni PVA-KS ni prišlo do rasti MO. Povezavo v motnosti medija 
smo opazili tudi v viali z nanovlakni PVA-N in PK. V obeh vzorcih smo na dnu opazili tanko 
plast oborine, nad njo pa rahlo moten medij. Ko smo vzorca v obeh vialah pretresli, je medij 
postal moten, rumenozelene barve. Ker je bila motnost vzorca nanovlaken PVA-N primerljiva 
z motnostjo PK, smo sklepali, da so se v obeh vzorcih razrastli MO.  
Da bi potrdili, da je motnost vzorca z nanovlakni posledica raztasta MO in ne le posledica 
prisotnosti vzorca nanovlaken, smo v nadaljevanju izvedli dodatni poskus, tako da smo iz 
vsake viale v aseptičnih pogojih odpipetirali 100 µL vzorca v nove, predhodno sterilizirane 
viale, in dodali 15 mL svežega steriliziranega gojišča CASO Broth. Vzorce smo inkubirali pri 
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predpisanih pogojih in po 4 dneh opazili zamotnitev medija v vseh štirih vialah. Rezultat 
kaže, da je prišlo do rasti MO v vseh vzorcih. To pomeni, da smo vzorce verjetno okužili s 
svojim delom med pripravo novih vzorcev, saj se je zamotnil tudi vzorec NK. Na podlagi 
dobljenih rezultatov tako nismo mogli nedvoumno zaključiti, ali izdelana nanovlakna 
ustrezajo testu sterilnosti. Razlog je lahko v nepravilno izvedenem aseptičnem delu ali v 
nesterilnosti materialov in pribora, ki smo ga uporabili. V nadaljevanju dela smo se odločili, 
da bomo test sterilnosti ponovili in njegovo izvedbo optimizirali. Kljub temu da je bila razlika 
v motnosti med NK in nanovlakni PVA-KS na eni ter PK in nanovlakni PVA-N na drugi 
strani očitna že na pogled, smo želeli spremembe v motnosti (opalescenci) medija ovrednotiti 
še kvantitativno, zato smo uporabili UV-VIS spektroskopijo.  
4.3.2 Optimizacija testa sterilnosti  
Prva izvedba testa sterilnosti je po 14 dneh sicer pokazala sterilnost nanovlaken PVA-KS, 
vendar smo v nadaljevanju po pipetiranju dela medija v novo sterilizirano gojišče ter po 4 
dneh inkubiranja vzorcev opazili moten medij v vseh štirih na novo pripravljenih vialah (NK, 
PVA-N, PVA-KS in PK), kar pomeni, da je v njih prišlo do rasti MO. Zaradi verjetno 
neustrezno izvedenega testa sterilnosti smo v nadaljevanju njegovo izvedbo optimizirali ter 
test ponovili. Pri optimizaciji izvedbe testa sterilnosti smo se odločili, da bomo za delo v 
aseptičnih pogojih uporabili pipeto, ki smo jo predhodno avtoklavirali in do uporabe shranili v 
kovinski kaseti (pri prvi izvedbi testa sterilnosti smo pipeto pred uporabo le dezinficirali). S 
tem ukrepom smo želeli zmanjšati možnost mikrobiološke kontaminacije vzorcev. Poleg 
opazovanja sprememb v bistrosti/motnosti medija s prostim očesom, smo motnost vzrocev 
spremljali tudi z UV-VIS spektroskopijo. 
 Primerjava vzorca nanovlaken PVA-N in pozitivne kontrole PK 
Motnost PK smo opazili že po prvem dnevu izvajanja testa sterilnosti, medtem ko je bil medij 
v ostalih vialah po 1 dnevu bister (slika 14). Rezultat vizualnega pregleda vzorcev je bil 
skladen z izmerjenimi absorbancami vzorcev. Po prvem in drugem dnevu inkubiranja vzorcev 
smo opazili porast v vrednosti optične gostote PK, ki je dosegla vrh po treh dneh inkubiranja 
(slika 15). V tem času je v vzorcu nastopila eksponentna faza rasti MO, kar se je pokazalo v 
višjih vrednostih optične gostote. Če je v suspenziji več MO, pride do večjega sipanja 
svetlobe, ki se na MO siplje v več smereh, zato je količina svetlobe, ki pride do detektorja, 
manjša od izvorne (navidezna absorpcija). Podoben trend smo opazili pri vzorcu nanovlaken 
PVA-N, le da je v tem primeru do maksimalne rasti MO prišlo kasneje (4. dan). Ker se 
nanovlakna PVA-N v gojišču niso popolnoma raztopila, smo sklepali, da medija ne zamotnijo 
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sama nanovlakna, ampak je razlog za motnost medija rast MO. Po začetni rasti optične 
gostote, začne njena vrednost kasneje upadati, kar je verjetno posledica prehoda rasti MO iz 
faze stacionarne rasti v fazo propada. Kljub temu da smo odvzet volumen vzorca (1 mL) 
vsakodnevno nadomeščali z enako količino svežega medja in tako MO dovajali ustrezna 
hranila za njihovo rast, je MO na določeni časovni točki začelo verjetno primanjkovati kisika 
in tudi prostora za nadaljnjo rast, zato so začeli odmirati. Druga možnost je, da s svežim 
medijem nismo dovedli dovolj velike količine hranil oz. je morebiti potekla razgradnja 
ključnih komponent hranil tekom ponavljajoče (vsakodnevne) sterilizacije tekočega gojišča, 








 Primerjava vzorca nanovlaken PVA-KS in negativne kontrole NK 
Rezultati so pokazali zelo dobro ujemanje optične gostote NK in nanovlaken PVA-KS, saj so 
bile razlike v optični gostoti znotraj posameznega dneva zanemarljive (slika 15). To pomeni, 
da prisotnost nanovlaken PVA-KS ni imela vpliva na bistrost medija, saj je bila le-ta 
vsakodnevno primerljiva z optično gostoto NK (viala s steriliziranim gojiščem). Glede na to, 
da v gojišču samem (NK) ni prišlo do rasti MO (medij je ostal bister tekom 14 dni, kljub 
vsakodnevnemu vzorčenju in dodajanju svežega steriliziranega gojišča), lahko na podlagi 
ujemajočih optičnih gostot obeh vzorcev in bistrosti medija sklepamo, da tudi v viali z 
nanovlakni PVA-KS ni bilo prisotnih živih MO. Na ta način smo dokazali sterilnost izdelanih 
nanovlaken PVA-KS, ustreznost postopka njihove izdelave in našega aseptičnega dela. Glede 
na to, da smo v viale po vzorčenju vsakodnevno dodajali sveže sterilizirano gojišče, smo 
dokazali tudi, da z našim delom nismo kontaminirali nobenega vzorca (medij v vialah z NK in 
nanovlakni PVA-KS je ostal bister tekom testa sterilnosti, tj. 14 dni).  
Slika 14: Razlika v bistrosti vzorcev NK, PVA-KS in PVA-N v primerjavi s PK po enem (levo) in po sedmih (desno) 





 PVA-N  





Slika 15: Navidezna absorbanca vzorcev (NK- negativna kontrola, PVA-KS – viala z gojiščem in steriliziranimi 
nanovlakni, PVA-N – viala z gojiščem in nesterilnimi nanovlakni, PK – pozitivna kontrola) med testom 
sterilnosti. 
 Primerjava vzorcev nanovlaken PVA-KS in PVA-N 
Rezultati kažejo, da se vrednosti optičnih gostot med vzorcema nanovlaken PVA-KS in  
PVA-N bistveno razlikujejo (slika 15), kar kaže tudi razlika v motnosti vzorcev (slika 14, 
desno). Podobne vrednosti optičnih gostot smo izmerili le prvi in drugi dan, kasneje pa so bile 
razlike očitne (slika 15). Poleg razlik v optični gostoti in stopnji bistrosti medija smo opazili 
tudi razliko v topnosti obeh vrst nanovlaken. Nanovlakna PVA-N so se v gojišču deloma 
raztopila že prvi dan (slika 14, levo), medtem ko so ostala nanovlakna PVA-KS neraztopljena 
ves čas trajanja preskusa. 
 Primerjava NK in PK 
Bistveno razliko v vrednostih optičnih gostot smo pričakovano opazili med NK in PK. Pri NK 
rasti MO ni bilo, medij je ostal bister, vrednosti optičnih gostot pa so bile nizke. Nasprotno 
smo opazili pri PK, kjer je prišlo do vidne zamotnitve medija in izmerjenih višjih optičnih 
gostot zaradi namerne okužbe gojišča z MO in njihove rasti. Obe kontroli sta tako potrdili 
ustrezno izvedbo testa sterilnosti tj. gojišče podpira rast živih MO, če so le-ti prisotni v vzorcu 
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4.4 Numerični test za nesterilne izdelke  
Z numeričnim testom smo želeli kvantitativno ovrednotiti mikrobiološko kakovost izdelanih 
nanovlaken in ugotoviti, ali dobljene vrednosti ustrezajo specifikacijam za nesterilne 
farmacevtske izdelke za dermalno uporabo. Za večino farmacevtskih oblik (vodne raztopine 
za uporabo v ustih, za bukalno, gingivalno, dermalno, nazalno ali avrikularno aplikacijo in 
transdermalne obliže) je dovoljena meja 102 CFU/g izdelka (14). Tekom eksperimentalnega 
dela smo optimizirali tako izdelavo nanovlaken kot tudi izvedbo numeričnega testa ter 
opazovali spremembe v dobljenih rezultatih. Cilj je bil izdelati nanovlakna z najvišjo stopnjo 
mikrobiološke kakovosti.  
4.4.1 Prva izvedba numeričnega test 
Po 6 dneh inkubiranja smo na agarnih ploščah opazili največ eno kolonijo (10 CFU/g) v 
osnovnem vzorcu in pri 2. redčitvi oz. največ 2 koloniji (20 CFU/g) po 13 dneh inkubiranja 
(pri osnovnem vzorcu, preglednica XI). Dobljeni rezultati so sicer z vidika mikrobiološke 
kakovosti izdelanih nanovlaken zelo dobri (maksimalna dovoljena vrednost za farmacevtske 
oblike za dermalno uporabo znaša 100 CFU/g), vendar nepričakovani, saj smo nanovlakna 
izdelali iz nesterilnih materialov, pri njihovi izdelavi pa nismo uporabljali steriliziranega 
pribora, zato smo pričakovali, da bo na agarnih ploščah zraslo večje število kolonij. 
Preglednica XI: Rezultati prve izvedbe numeričnega testa. Test smo izvedli z nesterilnimi nanovlakni (PVA-N) 
v dveh paralelah. Kolonije smo šteli 6. in 13. dan ter izračunali CFU/g nanovlaken. 
 1. paralela 
(po 6 dneh) 
2. paralela  
(po 6 dneh) 
1. paralela 
(po 13 dneh) 
2. paralela  
(po 13 dneh) 
Vzorec št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g 
Osnovni vzorec 0 0 1 10 0 0 2 20 
1. redčitev (10x) 0 0 0 0 1 10 0 0 
2. redčitev (100x) 1 10 0 0 1 10 0 0 
3. redčitev (1000x) 0 0 0 0 0 0 0 0 
 
Možni razlogi za neponovljivost rezultatov med posameznimi redčitvami so opisani v 
nadaljevanju. Pri pripravi osnovne raztopine iz nanovlaken smo ugotovili, da se nanovlakna 
PVA-N niso popolnoma raztopila v pufru, saj so med mešanjem zgolj nabreknila in vsrkala 
del topila. Pri nadaljnjem redčenju smo tako lahko odpipetirali le omejeni del topila, ki pa je 
najverjetneje zajemal le manjšo količino raztopljenih nanovlaken in iz njih sproščenih MO, 
medtem ko je bil večji del MO ujet v nanovlaknih in posledično se ni sprostil v medij. Obstaja 
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tudi možnost, da med pipetiranjem oz. redčenjem sploh nismo zajeli raztopine nanovlaken 
ampak le fosfatni pufer. Ker smo predvidevali, da je takšna izvedba testa neustrezna, smo v 
nadaljevanju optimizirali izvedbo testa. Ugotovili smo, da bi bilo ob ponovitvi testa smiselno 
uporabiti večjo količino vzorca nanovlaken in topila oz. pripraviti raztopino v drugačnem 
razmerju. Predvidevali smo tudi, da smo na agarne plošče nanesli premalo vzorca (100 μL), 
zato smo prilagodili tudi to količino.  
4.4.2 Druga izvedba numeričnega testa  
Pripravili smo 2 % (m/V) osnovno raztopino nanovlaken in tako uporabili večjo količino 
fosfatnega pufra za raztapljanje nanovlaken. Test smo izvedli v LAF-komori, kjer smo v 
petrijevke odpipetirali 1 mL posameznega vzorca, čez pa vlili agarno gojišče do polovice 
njihovega volumna.  
Določanje optimalne koncentracije raztopine nanovlaken v fosfatnem pufru 
Viskoznost polimernih raztopin je pomembna predvsem z vidika pipetiranja vzorcev. 
Raztopine z večjo viskoznostjo se bolj upirajo toku oz. zunanji sili, ki jo v našem primeru 
predstavlja sila med pipetiranjem. Napake pri pipetiranju viskoznih raztopin so lahko velike, 
kar posledično pomeni nepravilne rezultate.  
Ugotovili smo, da smo naredili najmanjšo napako pri pipetiranju 2 % (m/V) raztopine PEO 
(preglednica XII), ki je bila izmed vseh proučevanih polimernih raztopin najmanj viskozna. 
Ta raztopina PEO je najlažje stekla skozi nastavek za pipetiranje in na njem nismo opazili 
nobenega zaostanka polimerne raztopine.  
Preglednica XII: Masa odpipetirane polimerne raztopine z različnimi pipetami. Povprečje (AVG) = povprečna 
masa 10 meritev (odmerjanj) s posamezno pipeto; SD = standardna deviacija; RSD = relativna standardna 
deviacija (SD/AVG*100 %); 1 mL/1 mL = pipetiranje 1 mL polimerne raztopine z uporabo pipete z območjem 
100–1000 µL; 1 mL/5 mL = pipetiranje 1 mL polimerne raztopine z uporabo pipete z območjem 500–5000 µL; 












RSD [%] Povprečna masa [g] RSD [%] 
2 1,009 ± 0,001 0,15 1,018 ± 0,007 0,69 2,019 ± 0,008 0,41 
3 1,011 ± 0,005 0,46 1,025 ± 0,036 3,57 2,027 ± 0,008 0,37 
4 0,978 ± 0,012  1,13 0,926 ± 0,028 3,08 1,947 ± 0,032 1,68 
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Pri 3 % (m/V) raztopini PEO je bila povprečna masa odpipetirane raztopine primerljiva z 2 % 
(m/V) raztopino PEO, vendar so bile meritve manj ponovljive, kar kaže večja SD in 
posledično tudi v večja RSD. Pri pipetiranju 4 % (m/V) raztopine PEO smo naredili največjo 
napako, saj je masa odpipetirane raztopine najbolj odstopala od teoretične. Zaradi večje 
viskoznosti raztopine je prišlo do izgub pri pipetiranju (zaostanek v/na pipeti). Raztopini s še 
večjo koncentracijo PEO, tj. 5 in 6 % (m/V) polimerni raztopini, sta bili preveč viskozni za 
pipetiranje, zato ponovljivosti in točnosti pipetiranja teh raztopin nismo vrednotili.  
Primerjava odmerjanja z različnimi pipetami  
Ugotovili smo, da lahko najbolj ponovljivo polimerno raztopino odpipetiramo s pipeto z 
območjem 100–1000 µL, če pipetiramo 1 mL vzorca. Pri uporabi pipete z območjem  
500–5000 µL je bolje pipetirati 2 mL kot 1 mL, saj je pipeta najbolj točna pri pipetiranju 
volumna, ki je enak njenemu nominalnemu volumnu. V nadaljevanju smo tako pri izvedbi 
numeričnega testa uporabili 2 % (m/V) polimerno raztopino priprevljeno iz nanovlaken, ki 
smo jih raztopili v fosfatnem pufru. Raztopino smo pipetirali s pipeto z območjem 100–1000 
µL, saj je bila pri teh pogojih pipetiranja (pipetiranje 1 mL osnovne raztopine s pipeto z 
območjem 100–1000 µL, preglednica XII) relativna standardna deviacija meritev najmanjša 
(0,15 %).  
Rezultati druge izvedbe numeričnega testa 
Nanovlakna se v prvem numeričnem testu niso dispergirala v fosfatnem pufru, neustrezen je 
bil tudi volumen vzorca, ki smo ga odpipetirali na petrijevke, poleg tega pa smo dobili 
neponovljive rezultate. Z drugo izvedbo numeričnega testa smo želeli povečati volumen 
topila, da bi se nanovlakna raztopila v fosfatnem pufru, in določiti optimalen volumen vzorca 
za pipetiranje na petrijevke. Pri tem smo preučevali nanovlakna, izdelana pri nesterilnih 
pogojih (PEO-N), in nanovlakna, izdelana iz raztopine, pripravljene po aseptičnem postopku 
(PEO-As). Za kontrolo smo uporabili steriliziran fosfatni pufer (preglednica XIII).  
Po treh dneh inkubiranja pri vzorcu nanovlaken PEO-N ni bilo opazne rasti MO, medtem ko 
smo v eni izmed paralel pri nanovlaknih PEO-As in negativni kontroli (fosfatni pufer) opazili 
1 kolonijo (preglednica XIII). Zadnji, torej 6. dan, izvedbe numeričnega testa, smo v 
petrijevkah z nanovlakni PEO-N prešteli preko 300 kolonij (prva petrijevka) in 130 (6500 
CFU/g) – druga petrijevka. V obeh petrijevkah z nanovlakni PEO-As smo opazili po 2 




Preglednica XIII: Rezultati druge izvedbe numeričnega testa. Test smo izvedli z nesterilnimi nanovlakni  
(PEO-N) in nanovlakni, izdelanimi po aseptičnem postopku (PEO-As) ter s steriliziranim fosfatnim pufrom kot 
negativno kontrolo. Test smo izvedli v dveh paralelah. Kolonije smo šteli 3. in 6. dan ter izračunali CFU/g 
nanovlaken; TMTC = (ang. too many to count) na petrijevki je bilo preveč kolonij, da bi jih bilo mogoče 
pravilno prešteti.  
 1. paralela 
(po 3 dneh) 
2. paralela  
(po 3 dneh) 
1. paralela 
(po 6 dneh) 
2. paralela  
(po 6 dneh) 
Vzorec št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g št. kolonij CFU/g 
PEO-N 0 0 0 0 TMTC / 130 6500 
PEO-As 0 0 1 50 2 100 2 100 
fosfatni pufer 1 / 0 / 3 / 0 / 
 
V primerjavi s prvo izvedbo numeričnega testa (preglednica XII) smo tokrat pri nanovlaknih 
PEO-N dobili realnejše rezultate, saj smo pri delu uporabljali čist, vendar nesterilen pribor, ki 
je bil predhodno v stiku z drugimi snovmi, morebiti tudi z MO, ki pa jih samo proces čiščenja 
pribora pred njegovo uporabo ne more popolnoma odstraniti. Pri nanovlaknih  
PEO-As smo pričakovali bistveno manj kolonij kot pri PEO-N; našteli smo največ  
2 (100 CFU/g), kar pomeni, da smo z vpeljavo aseptičnega dela v pripravo polimerne 
raztopine uspešno zmanjšali kontaminacijo z živimi MO, a izkazalo se je, da delo ali pogoji 
niso bili aseptični. Pri steriliziranem fosfatnem pufru, ki smo ga uporabili kot negativno 
kontrolo, smo prešteli največ 3 kolonije, pričakovali pa smo, da ne bomo zaznali rasti MO, saj 
smo pufer pred uporabo sterilizirali z avtoklaviranjem. Glede na to, da smo pri izvedbi 
numeričnega testa za pipetiranje fosfatnega pufra prav tako uporabili nesterilen pribor (tj. 
pipeto), sklepamo, da je bil to razlog za kontaminacijo NK.  
4.4.3 Tretja izvedba numeričnega testa  
V nadaljevanju smo test ponovili in pri tem uporabili enak postopek kot pri drugi izvedbi 
numeričnega testa. Dodatno smo pripravili še 10-kratno in 100-kratno redčitev osnovne 
polimerne raztopine, saj smo pri drugi izvedbi numeričnega testa dobili neštevno množino 
kolonij pri vzorcu nanovlaken PEO-N. Pri ponovni izvedbi testa smo pri osnovni raztopini 
PEO-N opazili največ 2 koloniji (100 CFU/g nanovlaken) po 3. dnevu inkubiranja, po 
končanem testiranju pa je njihovo število naraslo na 152 (7600 CFU/g) – prva petrijevka oz. 
230 kolonij (11500 CFU/g) – druga petrijevka (preglednica XIV).  Nepričakovano smo 
opazili večje število kolonij pri 10-kratni in 100-kratni redčitvi osnovne raztopine nanovlaken 
PEO-N kot pri osnovni raztopini (preglednica XIV).  
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Pri nanovlaknih PEO-As po treh dneh nismo opazili rasti MO, po šestih dneh pa smo 
zabeležili 2 (100 CFU/g) oz. 1 kolonijo (50 CFU/g) pri osnovni raztopini in 2 (100 CFU/g) – 
prva petrijevka oz. 0 kolonij – druga petrijevka pri 10-kratni redčitvi osnovne raztopine. 
Pričakovali smo, da bo število kolonij, ki bodo zrastle, padalo s stopnjo redčenja osnovne 
raztopine, rezultati pa so pokazali nasproten trend. Pri 100-kratni redčitvi smo opazili kar 20 
kolonij (1000 CFU/g). Razlog za to je najverjetneje sekundarna kontaminacija vzorcev zaradi 
uporabe nesterilnega pribora oz. istočasnega ohlajanja petrijevk s sterilnimi in nesterilnimi 
vzorci (PEO-N in PEO-As) v komori. Vsi možni razlogi za tak rezultat so navedeni v 
nadaljevanju. Kljub temu smo uspeli dokazati razliko v mikrobiološki kakovosti med 
nesterilno pripravljenimi nanovlakni (PEO-N) ter nanovlakni iz polimerne raztopine, 
pripravljene po aseptičnem postopku (PEO-As). Končni rezultati med paralelami znotraj 
posamezne redčitve niso bili ponovljivi – najbolj izstopa 100-kratna redčitev tako pri 
nanovlaknih PEO-N (prva paralela 47 kolonij (2350 CFU/g), druga 0) kot tudi pri 
nanovlaknih PEO-As (prva paralela 0 kolonij, druga 20 (1000 CFU/g)). 
Preglednica XIV: Rezultati tretje izvedbe numeričnega testa. Test smo izvedli z nesterilnimi nanovlakni  
(PEO-N) in nanovlakni iz polimerne raztopine, izdelane po aseptičnem postopku (PEO-As). Pri obeh vrstah 
nanovlaken smo uporabili osnovno raztopino ter 10-kratno in 100-kratno redčitev osnovne raztopine. Test smo 
izvedli v dveh paralelah. Kolonije smo šteli 3. in 6. dan ter izračunali CFU/g nanovlaken. 
 
Na rezultate druge in tretje izvedbe numeričnega testa je lahko vplivalo več dejavnikov:  
 Med štetjem kolonij smo opazili, da se je agar med inkubiranjem zasušil na dnu 
petrijevk v tanki plasti, kar je lahko onemogočilo rast MO.  
  1. paralela  
(po 3 dneh) 
2. paralela  
(po 3 dneh) 
1. paralela  
(po 6 dneh) 
2. paralela  
(po 6 dneh) 
vrsta 
NV 






osn. razt. 2 100 0 0 152 7600 230 11500 
10x 22 1100 1 50 70 3500 34 1700 







0 0 0 0 
2 100 1 50 
10x 2 100 0 0 
100x 0 0 20 1000 
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 Numerični test za nanovlakna PEO-As in PEO-N smo v LAF-komori izvajali 
zaporedoma (najprej za nanovlakna PEO-As, nato PEO-N), vendar smo inokulirane 
petrijevke v komori ohlajali sočasno, zato obstaja minimalna verjetnost, da je med tem 
prišlo do prenosa MO. 
 Kljub temu da smo polimerno raztopino (in tudi nanovlakna) pripravili v aseptičnih 
pogojih, smo uporabili nesterilen vhodni material (polimer). 
 Pipeto, ki smo jo uporabljali za izvedbo testa, smo dezinficirali s 70 % etanolom le z 
zunanje strani, notranjost je bila morda kontaminirana z drugimi snovmi, tako da 
dopuščamo tudi možnost, da smo z uporabo takšne pipete v vzorec vnesli MO.  
Isto pipeto smo uporabljali za vzorčenje tako raztopine nanovlaken PEO-As kot tudi  
PEO-N.  
 Petrijevke smo inkubirali sočasno, eno poleg druge, v inkubatorju pa so bili prisotni 
tudi drugi vzorci, ki bi lahko bili potencialni vir mikrobiološke kontaminacije.  
 Sklepali smo, da je na naše rezultate vplivala tudi frekvenca in namen uporabe 
naprave za elektrostatsko sukanje, ki smo si jo delili z drugimi uporabniki.  
V nadaljevanju smo želeli še dodatno prilagoditi proces izdelave nanovlaken kot tudi izvedbo 
numeričnega testa, tako da bi karseda zmanjšali kontaminacijo izdelanih nanovlaken z MO 
(PEO-As ter PVA-As) ter med aseptičnim delom preprečiti kakršnokoli mikrobiološko 
kontaminacijo predhodno steriliziranega materiala. 
4.4.4 Četrta izvedba numeričnega testa  
Pri četrti izvedbi numeričnega testa smo uvedli številne spremembe v protokol izdelave, da bi 
izboljšali mikrobiološko kakovost izdelanih nanovlaken. Prepričani smo, da je na 
mikrobiološko kakovosti nanovlaken PEO-As poleg ostalih dejavnikov vplivala tudi 
nesterilnost vhodnega materiala (v tem primeru obeh polimerov), zato smo se odločili, da 
polimerno raztopino pred procesom elektrostatskega sukanja steriliziramo z metodo 
avtoklaviranja (121 °C, 15 min). Po sterilizaciji polimerne raztopine smo opazili v vzorcu 
nastanek dveh plasti – spodaj izoborjeni polimer, nad njim pa disperzni medij, zato smo 
avtoklavirano raztopino postavili na stresalnik, da bi se le-ta homogeno pomešala, hkrati pa na 
sobni temperaturi tudi ohladila. Po 12-urnem mešanju na stresalniku se je polimer ponovno 
raztopil in dobili smo homogeno polimerno raztopino za elektrostatsko sukanje v aseptičnih 
pogojih. Odločili smo se, da avtoklaviramo tudi pipeto za odmerjanje polimerne raztopine 
(121 °C, 15 min). Numerični test smo izvedli ločeno za posamezno vrsto izdelanih 
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nanovlaken, saj smo naenkrat izvedli le test za nesterilna nanovlakna (PEO-N) in nato test za 
nanovlakna, pripravljena iz sterilizirane polimerne raztopine (PEO-Str). Agarno gojišče smo 
tokrat vlili do ¾ višine petrijevk, v predhodnih  testih pa smo agar vlili do ½ višine petrijevk. 
Petrijevke z vzorci posamezne vrste nanovlaken smo inkubirali zavite v predhodno 
dezinficirani (70 % etanol) aluminijasti foliji, da bi preprečili oz. kaseda omejili njihov 
potencialni stik z okolico.  
Sprememba v višini vlitega agarja se je izkazala za dobrodošlo, saj do zasuševanja tokrat ni 
prišlo. Po končanem testiranju smo v petrijevkah z osnovno raztopino nanovlaken PEO-N 
našteli 1 (50 CFU/g nanovlaken) – prva petrijevka oz. 3 kolonije (150 CFU/g) – druga 
petrijevka, pri redčitvah pa nismo opazili niti ene (preglednica XV). V primerjavi s prejšnjimi 
izvedbami numeričnega testa smo z optimiziranim protokolom izvedbe testa uspeli bistveno 
zmanjšati kontaminacijo z MO pri nanovlaknih PEO-N. Pri vzorcih nanovlaken PEO-Str 
nismo opazili rasti nobene kolonije. Takšen rezultat je bil pričakovan, saj smo za izdelavo 
nanovlaken uporabili sterilizirano polimerno raztopino. Ta rezultat dokazuje tudi uspešno 
zagotavljanje aseptičnih pogojev med izdelavo nanovlaken. K takšnemu rezultatu je 
pripomoglo tudi ločeno izvajanje numeričnih testov, sterilizacija pipete in ločeno inkubiranje 
petrijevk, zavitih v dezinficirano aluminijasto folijo.  
Preglednica XV: Rezultati četrte izvedbe numeričnega testa. Test smo izvedli z nesterilnimi nanovlakni  
(PEO-N) in nanovlakni, ki smo jih pripravili po aseptičnem postopku z uporabo avtoklavirane polimerne 
raztopine (PEO-Str). Pri obeh vrstah nanovlaken smo uporabili osnovno raztopino ter 10-kratno in 100-kratno 






  1. paralela (po 5 dneh) 2. paralela (po 5 dneh)  
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4.4.5 Končna, optimizirana izvedba numeričnega testa 
Ker se je protokol četrte izvedbe numeričnega testa izkazal za uspešnega, smo se odločili, da 
test ponovimo trikrat za vsako vrsto in način priprave nanovlaken, da bi dokazali ponovljivost 
testa. Tako smo pripravili 3 serije nesterilnih nanovlaken (PEO-N in PVA-N) in 3 serije 
nanovlaken iz sterilizirane polimerne raztopine (PEO-Str in PVA-Str) za vsak uporabljen 
polimer.  
 Nanovlakna PEO-N 
V primerjavi z rezultati tretje izvedbe numeričnega testa (preglednica XIV) smo uspeli z 
optimizacijo izvedbe numeričnega testa občutno zmanjšati kontaminacijo nanovlaken PEO-N 
z MO. Pri vzorcih nanovlaken PEO-N smo kolonije prešteli samo pri vzorcu osnovne 
raztopine nanovlaken, medtem ko na petrijevkah z 10-kratno in 100-kratno redčitvijo nismo 
opazili nobene kolonije (preglednica XVI). Kontaminacija z MO se je gibala v območju  
50–200 CFU/g izdelka, kar presega mejo za ustrezno mikrobiološko kakovost nesterilnih 
izdelkov (102 CFU/g izdelka). Glede na predpisano mejo je bila ustrezna le serija nanovlaken 
št. 3, kjer sta zrasli največ 2 koloniji (100 CFU/g) na posamezni petrijevki.   
Preglednica XVI: V preglednici so zbrani podatki numeričnega testa treh vzorcev nanovlaken PEO-N (osnovne 
raztopine in njene 10-kratne ter 100-kratne redčitve); vsako redčitev smo izvedli v dveh paralelah. Na podlagi 
števila preštetih kolonij smo izračunali CFU/g izdelka. (osn. razt. = osnovna, 2 % (m/V) raztopina nanovlaken v 
fosfatnem pufru; 10x = 10-kratna redčitev osnovne raztopine; 100x = 100-kratna redčitev osnovne raztopine) 
  PEO-N (1. paralela) PEO-N (2. paralela) 
št.  osn. razt. 10x 100x osn. razt. 10x 100x 
1. 




CFU/g 50 150 
2. 
št. kolonij 4 1 
CFU/g 200 50 
3. 
št. kolonij 2 1 
CFU/g 100 50 
 
 Nanovlakna PEO-Str 
Pri opazovanju petrijevk z vzorci nanovlaken PEO-Str nismo prešteli nobene kolonije  
(slika 16, desno), enak rezultat pa smo zabeležili pri vseh treh serijah izdelanih nanovlaken 

















Preglednica XVII: V preglednici so zbrani podatki numeričnega testa treh vzorcev nanovlaken PEO-Str 
(osnovne raztopine in njene 10-kratne ter 100-kratne redčitve); vsako redčitev smo izvedli v dveh paralelah. Na 
podlagi števila preštetih kolonij smo izračunali CFU/g izdelka. (osn. razt. = osnovna, 2 % (m/V) raztopina 
nanovlaken v fosfatnem pufru; 10x = 10-kratna redčitev osnovne raztopine; 100x = 100-kratna redčitev osnovne 
raztopine) 
 
Z optimizacijo izdelave nanovlaken (uporaba sterilizirane polimerne raztopine) ter 
aseptičnega dela (sterilizirana pipeta, ločena izvedba numeričnega testa, inkubiranje petrijevk, 
zavitih v dezinficirani aluminijasti foliji) smo uspeli izdelati sterilna PEO-nanovlakna in 
njihovo sterilnost tudi dokazali. Takšna nanovlakna imajo velik potencial za uporabo kot 
sodobne obloge za celjenje kroničnih ran, saj imajo ustrezno mikrobiološko kakovost, kar 
pomeni, da z uporabo takšne obloge preprečimo sekundarno mikrobiološko kontaminacijo 
  PEO-Str (1. paralela) PEO-Str (2. paralela) 













Slika 16: Rezultati numeričnega testa nanovlaken PEO-Str (paralelki osnovne raztopine nanovlaken 
(levo, zgoraj), 10-kratni (levo, sredina) ter 100-kratni redčitvi (levo, spodaj) osnovne raztopine) po 
petih dneh inkubiranja. V nobenem vzorcu ni vidne rasti kolonij MO, kar je še bolj vidno na povečani 
fotografiji ene izmed petrijevk (desno).  
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rane ter omogočimo njeno hitrejše celjenje. Zaradi podobne velikosti in oblike nanovlaken s 
strukturnimi elementi zunajceličnega ogrodja, bi obloge za rane na osnovi nanovlaken lahko 
učinkovito vzpodbujala obnovo poškodovanega tkiva tj. kože. PEO kot gradnik nanovlaken 
daje nanovlaknom hidrofilne lastnosti, zato bi takšna obloga v rani zagotavljala vlažno okolje, 
ki aktivno spodbuja naravne obnovitvene procese v rani, preprečuje njeno izsušitev ter 
zmanjša nastalo brazgotino.  
 Nanovlakna PVA-N 
Pri nanovlaknih PVA-N (preglednica XVIII) smo pri vseh serijah opazili rast nekoliko 
večjega število kolonij v primerjavi z vzorci nanovlaken PEO-N (preglednica XVI), in sicer 
se je število kolonij gibalo v območju od 1–5 (50–250 CFU/g nanovlaken). To pomeni, da 
takšna nanovlakna niso ustrezne mikrobiološke kakovosti za dermalno uporabo (102 CFU/g 
izdelka).  
Preglednica XVIII: V preglednici so zbrani podatki numeričnega testa treh vzorcev nanovlaken PVA-N Str 
(osnovne raztopine in njene 10-kratne ter 100-kratne redčitve); vsako redčitev smo izvedli v dveh paralelah. Na 
podlagi števila preštetih kolonij smo izračunali CFU/g izdelka. (osn. razt. = osnovna, 2 % (m/V) raztopina 
nanovlaken v fosfatnem pufru; 10x = 10-kratna redčitev osnovne raztopine; 100x = 100-kratna redčitev osnovne 
raztopine) 
  PVA-N (1. paralela) PVA-N' (2. paralela) 
št.  osn. razt. 10x 100x osn. razt.' 10x' 100x' 
1. 




CFU/g 50 250 
2. 
št. kolonij 3 2 
CFU/g 150 100 
3. 
št. kolonij 5 3 
CFU/g 250 150 
 
 Nanovlakna PVA-Str 
Podobno povezavo, torej večje število kolonij pri PVA kot pri PEO-nanovlaknih, smo opazili 
tudi pri nanovlaknih PVA-Str. V dveh serijah nanovlaken nismo opazili rasti nobene kolonije, 
smo pa v osnovni raztopini prve serije prešteli 1 (50 CFU/g, druga petrijevka) oz. 2 koloniji 
(100 CFU/g izdelka, preglenica XIX) – prva petrijevka, medtem ko pri nanovlaknih PEO-Str 
nismo opazili nobene kolonije (preglednica XVII). Tak rezultat je bil verjetno posledica 
razlike v izvedbi procesa izdelave obeh vrst nanovlaken. Pri elektrostatskem sukanju  
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PVA-nanovlaken smo imeli kljub prilagajanju procesnih parametrov težave z zasuševanjem 
polimera na šobi. Posledično smo morali večkrat posegati v notranjost komore, da smo šobo 
očistili. Kljub temu da smo v proces elektrostatskega sukanja vpeljali načela aseptičnega dela 
in da smo pri odstranjevanju zasušenega polimera vselej uporabljali 70 % etanol, so bila 
PVA-nanovlakna med procesom izdelave izpostavljena tveganju za mikrobiološko 
kontaminacijo. Nasprotno pri elektrostatskem sukanju PEO-nanovlaken nismo imeli tovrstnih 
težav, saj je proces njihove izdelave potekal nemoteno, torej brez vmesnega poseganja v 
notranjost komore. Tveganje za vnos MO iz okolja je bilo tako manjše, verjetnost za izdelavo 
sterilnih nanovlaken pa večja, kar kažejo tudi dobljeni rezultati. Kljub temu mikrobiološka 
obremenitev vzorcev (1–50 CFU/g oz. 2–100 CFU/g) ustreza kriterijem za mikrobiološko 
kakovost nesterilnih izdelkov (102 CFU/g izdelka), zato bi tudi ta nanovlakna potencialno 
lahko uporabili kot oblogo za celjenje ran.  
Preglednica XIX: V preglednici so zbrani podatki numeričnega testa treh vzorcev nanovlaken PVA-Str 
(osnovne raztopine in njene 10-kratne ter 100-kratne redčitve); vsako redčitev smo izvedli v dveh paralelah. Na 
podlagi števila preštetih kolonij smo izračunali CFU/g izdelka. (osn. razt. = osnovna, 2 % (m/V) raztopina 




Z vrednotenjem mikrobiološke kakovosti nanovlaken smo prišli do naslednjih ugotovitev: 
 Mikrobiološka kakovost nanovlaken PEO-Str kot tudi nanovlaken PVA-Str ustreza 
dovoljeni zgornji meji za nesterilne farmacevtske oblike, ki znaša 102 CFU/g izdelka.  
 Takšna nanovlakna imajo potencial za uporabo kot sodobne obloge za celjenje 
(kroničnih) ran.  
 Z aseptičnim delom smo uspešno zmanjšali kontaminacijo nanovlaken z MO pri 
nanovlaknih PEO-N in PVA-N in tako izboljšali njihovo mikrobiološko kakovost.  
  PVA-Str (1. paralela) PVA-Str (2. paralela) 
št.  osn. razt. 10x 100x osn. razt. 10x 100x 
1. 




CFU/g 100 50 
2. 
št. kolonij 







 Kolonije MO smo zaznali pri končni, optimizirani izvedbi numeričnega testa le v 
vzorcih z nanešenimi osnovnimi raztopinami nanovlaken, medtem ko na petrijevkah z 
redčitvami osnovnih raztopin niso bile opazne (preglednice X–XIII).  
 Polimer izbora za izdelavo nanovlaken po aseptičnem postopku je PEO, saj zaradi 
njegovih ugodnih procesnih parametrov ni potrebe po poseganju v proces izdelave 
nanovlaken. 
 S procesom izdelave nanovlaken iz sterilizirane polimerne raztopine pod aseptičnimi 
pogoji lahko izdelamo sterilna nanovlakna.  
 Sterilna nanovlakna lahko izdelamo tudi s končno sterilizacijo nanovlaken iz PVA.  
4.4.6 Numerični test polimernih raztopin za izdelavo nanovlaken  
Namen numeričnega testa polimernih raztopin je bil ugotoviti, ali ima kakovost uporabljene 
prečiščene vode vpliv na mikrobiološko kakovost polimerne raztopine. Izdelali smo 
polimerne raztopine iz prečiščene vode in sterilizirane prečiščene vode. Dodatno smo 
pripravili še raztopini PVA in PEO, ki smo ju avtoklavirali. Rezultati numeričnega testa 
polimernih raztopin so bili nepričakovani, saj na nobeni agar plošči po končani izvedbi 
numeričnega testa (6 dni) ni bilo opazne rasti kolonij. Vzorce smo zato opazovali še dodaten 
teden in tako na vsaki od dveh petrijevk z vzorcem raztopine PEO, pripravljene s prečiščeno 
vodo, opazili 1 kolonijo (50 CFU/mL, slika 17A in 17C).  
Slika 17: Vzorci polimerne raztopine PEO, pripravljene s prečiščeno vodo po 14 dneh 
inkubiranja pri 35° C. Numerični test smo izvedli v dveh paralelah ter naredili 3 ponovitve za 






Pričakovali smo, da bodo razlike v mikrobiološki kakovosti preiskovanih polimernih raztopin 
več kot očitne, saj smo za njihovo pripravo poleg nesterilnega vhodnega materiala 
(polimerov) uporabili tudi vodo različne kakovosti. Rezultat lahko nakazuje na dobro 
mikrobiološko kakovost prečiščene vode, za katero Evropska Farmakopeja 9.0 dovoljuje 
največ 100 CFU/mL (19), dopuščamo pa tudi možnost, da smo za detekcijo MO v polimernih 
raztopinah izbrali neprimerno metodo, s katero nismo uspeli zaznati dejanskega števila 
prisotnih MO. Poleg tega je mogoče tudi, da smo uporabili premajhen volumen vzorca 






V sklopu magistrskega dela smo vrednotili mikrobiološko kakovost nanovlaken, izdelanih z 
metodo elektrostatskega sukanja. Najprej smo pripravili nanovlakna iz PVA in PEO iz 
nesterilne, sterilizirane in aseptično pripravljene polimerne raztopine. Pri izdelavi smo bili 
pozorni na aseptično delo, da med izdelavo in rokovanjem z nanovlakni le-teh nismo 
sekundarno mikrobiološko kontaminirali. PVA-nanovlakna smo tudi končno sterilizirali s 
suho toploto.  
S SEM smo potrdili uspešno izdelavo nanovlaken iz raztopin PEO in PVA. Izdelana 
nanovlakna so bila homogena, tj. z ozko porazdelitev premerov. Ugotovili smo, da 
avtoklaviranje polimernih raztopin vpliva na njihove lastnosti, saj se povprečni premer 
nanovlaken, izdelanih iz steriliziranih polimernih raztopin, spremeni. Nanovlakna PEO-Str so 
bila tanjša (75 ± 20 nm) od PEO-N (233 ± 41 nm), obratno pa so bila nanovlakna PVA-Str 
debelejša (279 ± 63 nm) od PVA-N (183 ± 32 nm). Ugotovili smo tudi, da daljša 
izpostavljenost PVA nanovlaken visoki temperaturi (sterilizacija s suho toploto, nanovlakna 
PVA-KS) ne vpliva na njihovo morfologijo in povprečni premer. 
Z izvedbo farmakopejskega testa sterilnosti smo dokazali, da so bila PVA-nanovlakna, ki smo 
jih tudi končno sterilizirali, sterilna. Z namenom vrednotenja mikrobiološke kakovosti 
nanovlaken z numeričnim testom za nesterilne izdelke smo metodo najprej optimizirali. 
Ugotovili smo, da na uspešnost izvedbe testa vpliva količina vlitega agarnega gojišča v 
petrijevko (optimalno do ¾ višine petrijevke), način inkubiranja (petrijevke, ovite v 
dezinficirano aluminijasto folijo) ter ločeno izvajanje testa za posamezno vrsto nanovlaken. 
Za test smo pripravili 2 % (m/V) raztopino nanovlaken, saj smo dokazali, da naredimo 
najmanjšo relativno napako pri pipetiranju takšne koncentracije raztopine ob uporabi pipete z 
območjem od 100–1000 µL. Numerični test smo opravili na vseh vrstah pripravljenih 
nanovlaken v treh ponovitvah. Pri nanovlaknih PEO-N in PVA-N smo zaznali prisotnost 
večjega števila MO (250 CFU/g nanovlaken), kar presega mejo za ustrezno mikrobiološko 
kakovost nesterilnih farmacevtskih izdelkov za dermalno uporabo. Ugotovili smo, da pri 
nanovlaknih PEO-Str ni zrasla nobena kolonija, medtem ko smo pri nanovlaknih PVA-Str 
prešteli največ 2, kar znaša 100 CFU/g nanovlaken. Oboja nanovlakna ustrezajo dovoljeni 
zgornji meji za nesterilne farmacevtske oblike za dermalno uporabo. Zaradi ustrezne 
mikrobiološke kakovosti imajo nanovlakna PEO-Str in PVA-Str velik potencial za uporabo 
kot sodobne obloge za celjenje (kroničnih) ran. Z njihovo uporabo bi preprečili sekundarno 
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mikrobiološko kontaminacijo rane ter vzpodbudili njeno celjenje. Zaradi uporabe hidrofilnih 
polimerov bi nanovlakna zagotavljala vlažno okolje v rani, kar je v skladu s sodobnimi 
smernicami za učinkovito celjenje ran.  
V prihodnje bi lahko po istem postopku poskusili izdelati nanovlakna tudi iz drugih sinteznih 
ali naravnih polimerov in ovrednotiti njihovo mikrobiološko kakovost. Še dodatno bi lahko 
optimizirali test sterilnosti z alikvotiranjem steriliziranega gojišča ter uporabo alikvotov 
tekom celotnega testa sterilnosti. Prav tako bi bilo v prihodnje smiselno izvesti numerični test 
tudi s predpisanimi standardi po Evropski farmakopeji 9.0, ki vsebujejo točno določen sev in 
znano količino mikroorganizmov, ter na ta način preveriti ustreznost izvedbe numeričnega 
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